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Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltods, bei dem durch Signaltransduktion in einem 
intrazellulären Weg der Tod der Zelle aktiv infolge der proteolytischen Aktivität spezialisierter 
Enzyme, der sog. Caspasen, herbeigeführt wird.  Der Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der 
Suche nach und Charakterisierung von Interaktionspartnern zweier wichtiger Regulatoren der 
Apoptose:  1. des Proteins P35 aus dem Baculovirus Autographa californica Nuclear Polyhe-
drosis Virus (Ac-P35-Protein) und des Caspasenadaptermoleküls Apaf-1. Ac-P35 ist ein effekti-
ver Apoptoseinhibitor in verschiedenen Organismen wie z. B. in Nematoden, Insekten und im 
Menschen. Seine antiapoptiotische Eigenschaft ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf die Inhibi-
tion der Caspasen zurückzuführen.  
 
1.  Experimente an Vertebratenzellen, die deutliche Hinweise auf die Existenz eines zellulären 
P35-Homologs, das mit viralem P35 interagiert und möglicherweise eine Funktion während der 
Apoptose besitzt, aufzeigten, waren der Ausgangspunkt dieser Aufgabenstellung. Das Ziel war 
es, das vermutete zelluläre P35-Homolog zu klonieren und funktionell und strukturell zu cha-
rakterisieren.  
Interaktionspartner wurden mit einem System zur Darstellung von Protein-Protein-Interaktion 
(sog. Yeast Two-Hybrid System) in einer Genbank gesucht. Im gleichen System wurden spezi-
fisch Interaktionen von Proteinen überprüft. 
 
Das Ziel, ein zelluläres Homolog von Ac-P35 zu finden und zu charakterisieren, konnte nicht 
erreicht werden. Statt dessen wurde eine Untereinheit der humanen RNA-Polymerase II , 
hRPB11, als spezifischer Interaktionspartner von Ac-P35 identifiziert. In weiteren Untersu-
chungen wurde dargestellt, daß Ac-P35 nach Expression in menschlichen Zellen auch im Kern 
lokalisiert ist. 
Die Interaktion mit hRPB11 und die nukleäre Lokalisation ließen darauf schließen, dass Ac-P35 
an Transkriptionsvorgängen in infizierten Zellen beteiligt sein könnte. Mittels Promoterstudien 
in menschlichen Zellen wurde gezeigt, dass Ac-P35 und sein Interaktionspartner hRPB11 die 
Aktivität humaner Promotoren stimulieren konnten. Dieses Ergebnis legt den Schluß nahe, dass 
Ac-P35 in der Lage ist, ein bereits seit einiger Zeit bekanntes Phänomen, das Abschalten der 
Proteinsynthese in Ac-P35-infizierten Insektenzellen, durch Beeinflussung des zellulären Tran-
skriptionsapparates zu induzieren.   
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Eine Homodimerisierung von Ac-P35 wurde weiterhin nachgewiesen; die mögliche Relevanz 
dieser Eigenschaft wird diskutiert. 
hRPB11 interagiert im Holoenzym der RNA Polymerase mit einer weiteren Untereinheit der 
humanen RNA-Polymerase II, der Untereinheit hRPB3. Der Befund, dass hRPB11 auch mit Ac-
P35 interagiert, machte die Frage interessant, ob hRPB3 und Ac-P35 strukturelle Gemeinsam-
keiten besitzen. Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen von P35- und RPB3-Proteinen aus 
verschiedenen Spezies ließ klare Anhäufungen von identischen und ähnlichen Aminosäuren 
erkennen, so dass diese Proteine als einander ähnlich eingestuft wurden. Dies hat möglicher-
weise Konsequenzen für die Regulation der Transkription durch Ac-P35. 
 
2.  Der zweite Teil der Aufgabenstellung umfasste die Suche und Charakterisierung von Inter-
aktionspartnern des Caspasenadaptormoleküls Apaf-1, dessen zentrale Bedeutung in manchen 
Wegen der Apoptose eine feine Regulation durch interagierende Proteine nahelegte. Die zwei 
bekannten funktionellen Domänen von Apaf-1, CARD und WD-40 wurden im Interaction Trap-
System eingesetzt. Es konnte kein Interaktionspartner der WD-40-Domäne gefunden werden, 
jedoch interagierte die CARD-Domäne mit dem C-terminalen Teil des humanen Proteins 
hVPS41. Über die Funktion dieses Proteins ist nicht viel bekannt. Es wird vermutet, dass es eine 
Rolle beim intrazellulären Proteintransport spielt, in dem es an der Bildung von Transportvesi-
keln am Golgi-Apparat beteiligt ist. In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese aufgestellt, 
dass hVPS41 direkt mit Apaf-1 am Golgi-Apparat interagiert und für den intrazellulären Trans-
port von Apaf-1 verantwortlich ist. Mögliche pro- oder antiapoptotische Funktionen von 
hVPS41, die aufgrund der Transporteigenschaften von hVPS41 und der vermuteten Interaktion 
zwischen vollständigem hVPS41- und Apaf-1-Protein resultieren, werden diskutiert.  
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1.  Einführung 
 
 
In diesem Abschnitt werden drei Themengebiete behandelt. Im ersten Teil werden die ver-
schiedenen biochemischen und molekularbiologischen Methoden sowie deren Anwendungen in 
der amtlichen Lebensmittelüberwachung vorgestellt. Dabei wird weiter diskutiert, inwieweit 
Themen und Methoden aus der Biochemie und Molekularbiologie für die Lebenmittelchemie 
von Bedeutung sind. Als Nächstes werden die theoretischen Grundlagen der Apoptose behandelt 
und die Eigenschaften und Funktionen des viralen Apoptoseinhibitors P35 sowie die des Cas-
pasenadaptormoleküls Apaf-1 beschrieben. Im dritten und letzten Teilabschnitt, der Problem-
stellung, werden schließlich die Überlegungen ausführlich dargelegt, die zur Formulierung der 




1. 1  Molekularbiologische und biochemische Methoden in der 
Lebensmittelchemie 
 
Die Lebensmittelchemie1 ist eine selbstständige naturwissenschaftliche Disziplin innerhalb der 
Chemie. Sie befasst sich mit den Eigenschaften und der stofflichen Zusammensetzung der 
Lebensmittel sowie mit ihren Veränderungen bzw. chemischen Umwandlungen.   
Alle Lebensmittel sind grundsätzlich natürlichen Ursprungs und so ist das Studium der Bio-
chemie der in Lebensmitteln vorhandenen, ernährungsphysiologisch relevanten Stoffe sowie 
deren Verwertung im menschlichen Körper ein wichtiges Teilgebiet in der lebensmittel-
chemischen Ausbildung. Im weiteren ist das Verständnis aller strukturellen, physikalischen und 
chemischen Vorgänge, die bei der Erzeugung und Gewinnung der Lebensmittelrohstoffe sowie 
bei ihrer Lagerung, Zubereitung und Verarbeitung stattfinden, Grundlage für die ständige 
Verbesserung der Qualität der Lebensmittel und der technologischen Verfahren bei ihrer 
Herstellung.  
Eine der wichtigsten Aufgaben des Lebensmittelchemikers besteht in der Erarbeitung und 
Anwendung chemisch-analytischer, biochemischer und mikrobiologischer – und in neuerer Zeit 
                                                           
1 Historisches: Nach der Gründung des „Kaiserlichen Gesundheitsamtes“ im Jahre 1876 wurde am 14. 
Mai 1879 das erste deutsche Lebensmittelgesetz verkündet. 1894 wurde dann eine spezielle Prüfungs-
ordnung für Nahrungsmittelchemiker erlassen und Lehrstühle für Lebensmittelchemie errichtet. 
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auch molekularbiologischer – Analysemethoden, um die Reinheit, Qualität und Identität der 
Lebensmittel zu gewährleisten.   
 
In Deutschland ist es die Aufgabe der amtlichen Lebensmittelüberwachung darüber zu wachen, 
dass alle Rechtsvorschriften im Verkehr mit Lebensmitteln, Kosmetika, Tabakerzeugnissen und 
Bedarfsgegenständen eingehalten werden, Gefahren vom Verbraucher abgewendet und Verstöße 
gegen die geltenden Rechtsvorschriften geahndet werden. Eine besondere Bedeutung bei der 
Durchführung des Verbraucherschutztes kommt dem Bundesinstitut für gesundheitlichen Ver-
braucherschutz zu. Dieses für Fragen der Lebensmittelsicherheit zuständige Institut veröffent-
licht eine amtliche Sammlung von Verfahren zur Probenahme und Untersuchung von Lebens-
mitteln, Zusatzstoffen, kosmetischen Mitteln, Tabakerzeugnissen und Bedarfsgegenständen. 
Diese als „Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG“ bezeichnete 
Methodensammlung ist für die Landesuntersuchungsämter verbindlich und wird ständig aktu-
alisiert. Neben chemischen und instrumentellen Analysemethoden finden sich „klassische“ 
biochemische Untersuchungsverfahren wie z. B. elektrophoretische und enzymatische Ver-
fahren, aber auch neuere, auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruhende Methoden, die 
speziell für die Bestimmung von gentechnisch veränderter DNA und von mikrobiellen Konta-
minationen in Lebensmitteln erarbeitet worden sind. Im Folgenden sollen nun einige bio-
chemische und molekularbiologische Methoden vorgestellt werden, die bei der amtlichen 
Untersuchung von Lebensmitteln eingesetzt werden (alle nachfolgend beschriebenen Methoden 





Bei den elektrophoretischen Verfahren werden die zu bestimmenden Proteine in einem 
elektrischen Feld aufgrund ihrer unterschiedlichen Wanderungseigenschaften in einem 
Trägermaterial getrennt. Es werden verschiedene Arten der elektrophoretischen Analyse 
eingesetzt: 
-  Standard-Elektrophorese(PAGE) 
Bei der Standard-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden die Proteine nach ihrer 
unterschiedlichen Nettoladung, Molekülgröße und - form aufgetrennt. 
-  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Hier werden die Proteine in einem Polyacrylamidgel und in Anwesenheit von SDS aufgrund 
eines Molekularsiebeffektes nach ihrer Größe getrennt. 
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-  Isoelektrische Fokussierung (PAGIF) 
Die Auftrennung der Probenproteine erfolgt nach ihren unterschiedlichen isoelektrischen 
Punkten. 
 
Diese Methoden werden bei unterschiedlichen Lebensmittelgruppen angewendet, wobei die 
Probenproteine vor der elektrophoretischen Trennung aus der Lebensmittelmatrix isoliert 
werden. Die elektrophoretische Analyse wird angewendet zum Nachweis der Tierart bei Milch, 
Milchprodukten und Käse, zur Bestimmung des Molkenprotein- und Caseinanteils am  
Gesamtprotein von Milch- und Milchprodukten sowie zum Nachweis der Tierart bei nativem 




Grundlage der Immunochemischen Verfahren ist die spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion. 
Die Wechselwirkung zwischen Antigen und Antikörper besteht in einer nichtkovalenten 
Bindung, dem Immunkomplex, aufgrund der sterisch passenden Konfiguration des Antigens zu 
einem bestimmten Teil (der sogenannten hypervariablen Region) des Antikörpers (Schwedt, 
Taschenatlas der Analytik, Thieme 1992). 
Es werden folgende Methoden eingesetzt: 
-  Immundiffusion nach Ouchterlony 
Hierbei werden die Probenproteine (Antigene) sowie die Immunglobuline des Antiserums 
zunächst in einem Agarosegel mittels Gegenstromelektrophorese aufgetrennt, wobei die 
Antigene in Richtung Anode, die Antikörper des Serums in Richtung Kathode wandern. Nach 
dem Stehenlassen in einer feuchten Kammer über Nacht bilden sich Präzipitationslinien aus, 
die dadurch entstehen, dass Antigene und Antikörper aufeinander zu diffundieren und ein 
Präzipitat bilden. 
-  Doppelte Geldiffusion nach Ouchterlony 
Bei der doppelten Geldiffusion diffundieren Probenproteine und Antikörperproteine in einem 
Agarosegel gegeneinander und bilden im Äquivalenzpunkt ein Präzipitat. Anhand der 
Präzipitationslinien von benachbart aufgetragenen Probelösungen kann zudem die 
Antigenverwandtschaft ermittelt werden (z. B. „Spornbildung“ bei Teilidentität). Zur 
Absicherung des Ergebnisses wird die Immunelektrophorese nach Graber und Williams 
eingesetzt, bei der eine Auftrennung der einzelnen Probenproteine erfolgt. Nach der 
elektrophoretischen Trennung wird eine im Gel vorgeschnittene Rinne längs der 
Wanderungsrichtung der Proteine ausgehoben und mit Antiserum ausgefüllt. Die nachfolgende 
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Diffusion erzeugt wie oben Fällungslinien, die als Bögen in Erscheinung treten. Aufgrund der 
Wanderungsstrecke, der Form und Intensität der Bögen lässt sich die Identität mit dem 
gesuchten Protein sichern. Im Idealfall liegen die identischen Proteinbanden von Probe und 
Kontrolle spiegelbildlich gegenüber. 
 
Diese Immundiffusionstechniken werden u. a. angewendet beim Nachweis der alkohollöslichen 
Fraktion von Getreideproteinen („Gliadin“) in Lebensmitteln, zum Nachweis von Proteinen in 
Fleischerzeugnissen, Backwaren (einschließlich Brot und glutenfreien Backwaren), in Süßwaren 
und Kakaoerzeugnissen sowie zum Nachweis von Enzym- und Rohfruchtproteinen in Bier. 
 
-  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Der kompetitive ELISA beruht auf der konkurrierenden Komplexbildung des Analyten als 
natürlichem Antigen und einem enzymmarkierten Antigen mit den an einer festen Oberfläche 
immobilisierten Antikörpermolekülen. Die Menge des gebundenen enzymmarkierten Antigens 
kann anhand des Substratumsatzes photometrisch gemessen werden und ist der Analyt-
konzentration in der Probe umgekehrt proportional. Beim Radioimmunoassay (RIA) wird zur 
Markierung des Antigens anstelle eines Enzyms ein radioaktives Isoptop (z. B. 3H, 32P und 35S) 
verwendet.  
Beim ELISA nach dem Sandwich-Prinzip wird das Probenantigen an den immobilisierten 
Antikörpermolekülen gebunden und durch Zugabe des markierten (z. B. biotinylierten) 
Antikörpers werden noch freie Epitope des Antigens besetzt. Das markierte Immunglobulin 
wird mit einem Enzym-Konjugat (z. B. Streptavidin-Peroxidase-Konjugat) und anschließend 
zusätzlich mit einer Substratlösung inkubiert. Die Menge des gebundenen markierten 
Antikörpers kann anhand des Substratumsatzes photometrisch gemessen werden und ist der 
Analytkonzentration in der Probe proportional. 
 
Die ELISA- und RIA-Methoden werden u. a. eingesetzt bei der Bestimmung von Aflatoxin M1 
in Milch und Milchpulver, der Bestimmung von Chloramphenicol-Rückständen in Milch und in 
Muskelfleisch, dem Nachweis der Tierart bei erhitztem Fleisch und Fleischerzeugnissen und 









Hierbei wird die Probensubstanz spezifisch durch ein Enzym zu einem anderen Produkt 
umgesetzt. Die Enzymreaktion wird meist im optischen Test mit Dehydrogenase gekoppelt, 
wobei die Umsetzung eines Coenzyms (NAD+/NADH oder NADP+/NADPH) sich durch 
photometrische Messung der Extinktionsänderung verfolgen lässt. Die Menge an gebildetem 
reduziertem bzw. oxidiertem Coenzym ist der Analytmenge proportional. Obwohl der optische 
Test weit verbreitet ist, sind andere Endproduktsbestimmungen möglich. Beispielsweise lassen 
sich alle Sauerstoff verbrauchenden Reaktionen mit einer Sauerstoffelektrode verfolgen. So wird 
Glucose mit dem Enzym Glucoseoxidase bestimmt. 
 
Enzymatische Analysen werden u. a. angewendet bei der Bestimmung des Lactose- und 
Galactosegehaltes sowie des Gehaltes an L- und D-Milchsäure von Milch und Milchprodukten, 
ferner bei der Bestimmung des Gehaltes an Sacharose und Glucose in Milchprodukten und bei  
der Bestimmung des Cholesteringehaltes in Eiern und Eiprodukten. Im Weiteren findet die 
enzymatische Analyse Anwendung bei der Bestimmung des Glucose-, Fructose- und 
Saccharosegehaltes, sowie des Citronen- und Äpfelsäuregehaltes in Frucht- und Gemüsesäften, 
bei der Bestimmung von Lactose in Schokolade und der Bestimmung des Zuckergehaltes in 




Seit dem 15. Mai 1997 regelt die EU-Verordnung 258/97 über neuartige Lebensmittel und 
Lebensmittelzutaten (Novel-Foods-Verordnung) für alle Mitgliedstaaten verbindlich das 
Inverkehrbringen neuartiger Lebensmittel. Im Gegensatz zu herkömmlichen Produkten 
unterliegen diese Lebensmittel einem Anmelde- bzw. Genehmigungsverfahren und müssen 
zusätzliche Anforderungen an die Kennzeichnung erfüllen. Neuartig sind u. a. Lebensmittel, die 
bisher in der Europäischen Gemeinschaft noch nicht in nennenswertem Umfang für den 
menschlichen Verzehr verwendet wurden und gentechnisch veränderte Organismen enthalten 
oder aus solchen bestehen bzw. aus gentechnisch veränderten Organismen hergestellt wurden, 
solche jedoch nicht enthalten.  
Bereits vor Inkrafttreten der Novel-Foods-Verordnung waren in den Jahren 1996 und 1997 die 
insektentolerante Maislinie Bt 176 (Novartis, Schweiz) sowie die herbizidtolerante Roundup 
Ready™-Sojabohne (Monsanto, USA) zum Zweck der Lebensmittelherstellung zugelassen 
worden (gemäss der EU-Richtlinie über Freisetzungen und Inverkehrbringen 90/220/EWG). Die 
daraus hergestellten Lebensmittel können seither in allen Mitgliedstaaten der Europäischen 
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Union auf den Markt gebracht werden. Ferner sind in der EU auch Lebensmittelprodukte aus 
gentechnisch verändertem Raps verkehrsfähig. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass 
sich in Deutschland mittlerweile eine Reihe von Lebensmitteln im Handel befinden, die Zutaten 
aus transgenen Sojabohnen und aus transgenem Mais oder Öl aus transgenem Raps enthalten.  
 
Für den Nachweis der genetischen Veränderung in Lebensmitteln sind in der Amtlichen 
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG Methoden enthalten, die den 
Nachweis von transgenen Kartoffeln und Tomaten sowie von Rohwurst und Joghurt, bei deren 
Herstellung gentechnisch veränderte Milchsäurebakterien eingesetzt wurden, ermöglichen. Diese 
Methoden stellen Modellsysteme dar, die bei künftigen Zulassungen der genannten Produkte 
eingesetzt werden können. Eine Methode zum Nachweis der von der Firma Monsanto in den 
Verkehr gebrachten glyphosatresistenten Sojabohnen sowie eine Screening-Methode zur 
Identifizierung transgener Pflanzen, die bestimmte für gentechnische Veränderungen spezifische 
Kontrollelemente enthalten, sind ebenfalls in die Amtliche Sammlung nach § 35 LMBG 
aufgenommen worden. Eine Methode zum Nachweis des von der Firma Novartis entwickelten 
insektentoleranten Maises Bt 176 (Expression eines toxischen Proteins des Bakteriums Bacillus 
thuringiensis) ist inzwischen validiert und vom BgVV zur Aufnahme in die Amtliche Sammlung 
nach § 35 LMBG eingereicht worden. Ebenso sind Nachweisverfahren für drei weitere im 
Verkehr befindliche transgene Maissorten (mit den Bezeichnungen MON 810, T 25 und Bt 11) 
validiert und vom BgVV zur Veröffentlichung eingereicht worden. 
Die Methoden zum Nachweis der genetischen Veränderung in den genannten transgenen 
Pflanzen und Mikroorganismen beruhen auf der Polymerase-Kettenreaktion. Zunächst wird die 
DNA aus dem Lebensmittel extrahiert und mit Isopropanol gefällt. Nach Überprüfung der DNA-
Ausbeute mit der Agarose-Gelelektrophorese wird mittels geeigneter Primer die gesuchte DNA-
Sequenz amplifiziert (in der Regel umfasst dieser Abschnitt den Übergang zwischen dem neu 
eingefügten Gen und einer ebenfalls neu eingefügten regulatorischen Sequenz). Die PCR-
Produkte werden anschließend in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels 
Längenstandards auf die zu erwartende Größe überprüft. Die Sequenz des amplifizierten DNA-
Fragments wird durch weitere Verfahren bestätigt. Eine Möglichkeit besteht darin, dass das 
Amplifikat durch Restriktionsendonucleasen geschnitten wird, wobei sich für die 
nachzuweisende Sequenz spezifisch lange Fragmente ergeben. Eine andere Möglichkeit der 
Bestätigung besteht in der Durchführung einer Hybridisierungsreaktion mit einer markierten 
DNA-Sonde, nachdem die nach der PCR im Agarosegel aufgetrennte DNA mittels Southern-
Blot auf eine Nylonmembran übertragen wurde. Für einen positiven Befund muss das PCR-
Amplifikat spezifisch mit der DNA-Sonde hybridisieren. Schließlich bietet die Methode der 
1 Einführung 13
Sequenzierung eine weitere Möglichkeit, das amplifizierte DNA-Fragment eindeutig zu 
identifizieren. 
 
Die PCR-Methode wird im Weiteren zum Nachweis von Mikroorganismen und damit zur 
Prüfung auf mikrobielle Kontaminationen (z. B. mit Salmonellen) in Lebensmitteln angewendet. 
Dabei wird zunächst eine Voranreicherung des jeweiligen Mikroorganismus in nichtselektiven 
und/oder selektiven flüssigen Nährmedien durchgeführt, gefolgt von der Nukleinsäureextraktion 
und Amplifikation der gesuchten Nukleinsäuresequenz mittels PCR. Zum Schluss erfolgt die 
Detektion der spezifischen Amplifikate durch Hybridisierung (Southern-Blot-Technik, Slotblot-
technik oder durch eine an eine Festphase gebundenen DNA-Sonde) oder ein gleichwertiges 
Verfahren. 
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Apoptose und mit zwei Proteinen (bzw. deren 
Interaktionspartnern), die bei der Apoptose eine wichtige Rolle spielen. Zwar ist die Apoptose 
als solches nicht Gegenstand der Lebensmittelwissenschaft, jedoch bieten die Methoden, die bei 
der Erforschung der Apoptose eingesetzt werden, eine gute Möglichkeit für den Lebensmittel-
chemiker, sich mit grundlegenden Verfahren der Biochemie und der Molekularbiologie in viel 
intensiverem Maße als bislang üblich vertraut zu machen. Einige der oben genannten 
molekularbiologischen Standardmethoden wie beispielsweise das Arbeiten mit DNA und 
Restriktionsendonucleasen sowie der Einsatz der PCR haben inzwischen Eingang in die amtliche 
Lebensmittelvorschriften gefunden. Auf diese Methoden wird in der vorliegenden Arbeit in 
einem späteren Abschnitt (Material und Methoden) näher eingegangen werden.  
Doch nicht nur biochemische und molekularbiologische Arbeitsmethoden sind für den 
Lebensmittelchemiker von Bedeutung. Durch die rapide zunehmende Kenntnis molekularer 
Prozesse in lebenden Organismen werden die Möglichkeiten der Einflussnahme auf 
Lebensmittel und die Möglichkeiten der technischen Veränderung von Lebensmitteln 
entsprechend erweitert. Ein Verständnis dieser biologischen Prozesse ist daher auch für den 
primär analytischen Zugang der Lebensmittelchemie von Vorteil. Für den im Auftrag des 
Verbraucherschutztes tätigen Lebensmittelchemiker bedeutet dies die Erfordernis, ein 
umfassendes Grundlagenwissen aus allen relevanten Bereichen sowie ein breites Spektrum an 
analytischen Methoden zu besitzen, um die Qualität der Lebensmittel und den Schutz der 
Verbraucher vor gesundheitlichen Gefahren beim Umgang und Verzehr von Lebensmitteln zu 
gewährleisten. Dennoch kann die Lebensmittelchemie nicht nur als reine Analytik von 
Lebenmittelinhaltsstoffen verstanden werden, sie umfasst vielmehr auch das Studium aller 
Faktoren und Einflüsse, die auf das Lebensmittel einwirken. Hierbei sind technologische 
1 Einführung 14
Verfahren bei der Lebensmittelherstellung und -verarbeitung ebenso zu zählen wie bio-
chemische, molekularbiologische und mikrobiologische Aspekte, schließlich auch toxi-
kologische, gesundheitliche und rechtliche Aspekte.  
In der vorliegenden Arbeit wird ein Aspekt der biomedizinischen Grundlagenforschung mit 
Methoden der modernen Biochemie und Molekularbiologie untersucht. Das Studium einer 
biomedizinischen Fragestellung wird in diesem Zusammenhang als die Chance aufgefasst, 
Verbindungen zu dem ungemein schnell akkumulierenden Wissen der biologischen Disziplinen 







1. 2  Theoretische Grundlagen der Apoptose  
 
 
1. 2. 1  Definition 
 
Bevor in den weiteren Ausführungen näher auf die Apoptose und die ihr zugrundliegenden 
Mechanismen eingegangen wird, soll an dieser Stelle eine kurze Definition der Apoptose 
gegeben werden:  
Die Apoptose ist eine physiologische Form des Zelltods. Sie wird von vielzelligen Organismen 
eingesetzt, um in verschiedenen physiologischen und pathologischen Situationen Zellen zu 
beseitigen, die vom Organismus nicht mehr benötigt werden (Übersicht in Jacobson et al., Cell 
1997).  Die Apoptose kann durch eine Vielzahl von Stimuli, z. B. durch Killerzellen, Gluco-
corticoide, den Tumor-Nekrose-Faktor oder den Entzug von Wachstumsfaktoren ausgelöst 
werden. Die Nekrose hingegen wird als lokaler Gewebstod in einem lebenden Organismus 
bezeichnet, der als schwerste Folge einer örtlichen Stoffwechselstörung wie z. B. Sauerstoff-
mangel oder infolge einer traumatischen Ursache eintritt. 
Apoptose ist die häufigste Form des Zelltodes in Säugetieren (Nicholson, Nature 2001) und im 
Gegensatz zur Nekrose kommt es nicht zu Entzündungsreaktionen; die übriggebliebenen 
Zellbruchstücke, die sog. apoptotischen Körper (s. u.), werden schnell aus dem Gewebe entfernt 




1. 2. 2  Geschichtliches 
 
Sehr früh in der Geschichte der Biologie wurde Zelltod als ein normaler Prozess im Leben eines 
multizellulären Organismus beschrieben. Bald nach der Etablierung des Konzepts der Zelle als 
Baustein der Gewebe und komplexerer Organismen und der Entwicklung des Mikroskops 
beschrieb Carl Vogt 1842, dass beim Umbau von Knorpelgewebe der Geburtshelferkröte Zellen 
verschwanden und fand Anhalt dafür, dass diese Zellen starben (Vogt, 1842). 
Weitere Arbeiten zum Ende des 19. und Anfang des vorigen Jahrhunderts beschrieben ähnliche 
Phänomene in der Ontogenese, und der Begriff „programmierter Zelltod“ wurde geprägt, um 
diese Form des präzise vorhersagbaren Todes von Zellen und Gewebsbezirken zu beschreiben 
(Lockshin and Williams, J Insect Physiol 1965). In der Mitte des vorigen Jahrhunderts wurde 
bereits entdeckt, dass für manche Formen des programmierten Zelltods RNA- und Protein-
synthese notwendig sind und dass es sich um einen aktiven Prozess handelt (Tata, Dev Biol 
1966). 
Im Jahre 1972 beschrieb John Kerr, dass auch in Zellen des erwachsenen Menschen ein 
Zelltodsystem existiert, das durch Stimuli von außen aktiviert werden kann und dessen Ablauf 
zum Tod der Zelle unter Auftreten charakteristischer morphologischer Veränderungen führt. Er 
und seine Ko-Autoren bezeichneten diesen Vorgang als „Apoptose“, altgriechisch für „Weg-
fallen“, etwa Abfallen von Blättern von Bäumen und Blütenblättern von Blumen, um das Prinzip 
zu beschreiben, dass sich der vielzellige Organismus durch Apoptose von Teilen seiner selbst 
entledigt als eines für den Organismus vorteilhaften Vorgangs. Die Autoren waren der Meinung, 
dass Apoptose eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellzahl sowohl unter physiologischen 
als auch unter pathologischen Bedingungen in einer Vielzahl von Geweben spielt. Aufgrund 
ihrer Untersuchungen zogen sie den Schluss, dass die Apoptose ein grundlegendes biologisches 
Phänomen darstellt, das wie die Mitose eine wichtige Funktion in der Regulation tierischer 
Zellpopulationen besitzt, anders als die Mitose jedoch als ein Mechanismus der kontrollierten 
Zellbeseitigung aufzufassen ist (Kerr et al., Br J Cancer 1972).  
Bei den Untersuchungen von Kerr et al. handelte es sich um Studien zur Morphologie der 
Apoptose in Zellen des Menschen und der Ratte. Noch vor mehr als 20 Jahren war relativ wenig 
über die molekularen Mechanismen, die den charakteristischen morphologischen Merkmalen der 
Apoptose zugrunde liegen, bekannt (eine Diskussion über molekulare und genetische Aspekte 
der Apoptose aus dem Jahre 1980 findet sich in Wyllie et al., Int Rev Cytol 1980).  Heute weiß 
man, dass die morpologischen Veränderungen apoptotischer Zellen die Folge der Aktivierung 
eines intrazellulären Signaltransduktionsweges ist, dessen einzige Funktion es wahrscheinlich ist, 
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auf entsprechende Reize die Zelle zu töten und für die geregelte Beseitigung der toten Zelle zu 
sorgen. 
Sehr intensive Arbeiten in den Jahren seit etwa 1980 beschrieben zunächst, in welchen 
Situationen und Zellen Apoptose ausgelöst wurde und charakterisierten die morphologischen 
Veränderungen, die die Apoptose kennzeichnen. Die ersten Gene, die sog. ced-Gene (ced steht 
für “cell death defective”), die an der Regulation des physiologischen Zelltods beteiligt sind, 
wurden 1986 in dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans beschrieben (Ellis and Horvitz, Cell 
1986). 
 
In den letzten Jahren hat die Erforschung dieses „physiologischen“, da für den Organismus 
wünschenswerten Zelltods, große Fortschritte gemacht. Zur Zeit hat man einen relativ guten - 
wenn auch unvollständigen - Überblick über die Vielzahl von Genen, die an der Regulation der 
Apoptose beteiligt sind. Es wird mit Hochdruck daran gearbeitet, die komplexen interaktiven 
Signalwege der Apoptose aufzuklären, um spezifische Strategien für die Bekämpfung von 
Krankheiten (die auf eine Deregulation des Apoptosesystems beruhen) zu entwickeln (Afford 
and Randhawa, J Clin Pathol: Mol Pathol 2000). 
 
 
1. 2. 3  Merkmale der Apoptose 
 
Zellen, die durch Apoptose sterben, zeigen in den meisten Situationen ein sehr ähnliches Muster 
an morphologischen Veränderungen. Diese Uniformität der Morphologie apoptotischer Zellen 
hat viel zu der Erkenntnis beigetragen, dass die Apoptose in wahrscheinlich allen physio-
logischen Situationen von demselben Signaltransduktionsweg verursacht wird. 
Lichtmikroskopisch können bei apoptotischen Zellen folgende morphologische Veränderungen 
beobachtet werden: zunächst kommt es zu einem Abrunden und Herauslösen der Zelle aus dem 
Zellverband und der extrazellulären Matrix. Ausstülpungen der Plasmamembran (sog. „Blebs“) 
sowie Kondensation des Zellkerns sind zu erkennen. In einer späteren Phase kondensiert die 
gesamte Zelle und es kommt zur Fragmentierung der Zelle in sog. apoptotische Körper 
(“apoptotic bodies“). Diese apoptotischen Körper sind membranumschlossene Vesikel 
unterschiedlicher Größe, die alle Bestandteile der Zelle wie zytosolische Bestandteile, 
Organellen oder Teile des kondensierten Nukleus' in unterschiedlichen Kombinationen enthalten 
(Häcker, Cell Tissue Res 2000; Kerr et al., Br J Cancer 1972). Die apoptotischen Körper werden 
in einem nächsten Schritt von anderen Gewebs- oder Epithelzellen oder von Makrophagen 
phagozytiert (Kerr et al., Br J Cancer 1972; Wyllie et al, Int Rev Cytol 1980). 
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Ein in der Praxis zum Nachweis der Apoptose häufig ausgenutztes Merkmal ist die Fragmen-
tierung der genomischen DNA; nach Auftrennung der genomischen DNA auf einem Agarosegel 
ergeben diese Fragmente ein charakteristisches leiterartiges Muster, das als „DNA-Ladder” 
bezeichnet wird. Die genomischen DNA-Fragmente entstehen durch die Aktivität einer 
Endonuklease (Wyllie, Nature 1980). Diese Endonuklease, inzwischen als DFF bzw. CAD 
(DNA-Fragmenting Factor bzw. Caspase-Activated DNAse) bekannt, wird während der 
Apoptose durch die proteolytische Aktivität von Caspase-3 und vermutlich weiteren Caspasen 
freigesetzt und aktiviert (Liu et al., Cell 1997; Enari et al., Nature 1998). 
 
 
1. 2. 4  Molekulare Mechanismen der Apoptose 
 
Die zentralen Effektormoleküle der Apoptose stellen die Caspasen dar. Es sind evolutionär 
hochkonservierte Cysteinproteasen, die in vielen Organismen vorkommen (im Menschen und in 
der Maus, in Insekten und Nematoden sowie im Nesseltier Hydra). Alle bekannten Caspasen 
besitzen ein Cystein im aktiven Zentrum und spalten ihre Substrate nach einem Aspartatrest in 
der Polypeptidkette (der Name „Caspase“ leitet sich von diesen Eigentümlichkeiten her: 
C(ysteine)-Asp-ase). In den meisten Fällen ist das Pentapeptid QACRG (Gln-Ala-Cys-Arg-Gly) 
im aktiven Zentrum anzutreffen.  
Caspasen werden als Proenzyme (30-50kDa) exprimiert und bestehen aus drei Domänen: eine N-
terminale Domäne (Prodomäne), eine große (~20kDa, p20) und eine kleine (~10kDa, p10) 
Untereinheit. Die Aktivierung von Caspasen nach einem apoptotischen Stimulus erfolgt nach 
proteolytischer Spaltung nach Aspartatresten an mehreren Stellen in der Peptidkette, so dass ein 
Molekül der Größe von ~20kDa (p20) und ein Molekül von ~10kDa (p10) entstehen. Jeweils 
zwei dieser Moleküle assoziieren zu einem Heterotetramer mit zwei aktiven Zentren. Caspasen 
sind weiterhin in der Lage, sich gegenseitig zu aktivieren. Es wird angenommen, dass Caspasen-
aktivierung während des Zelltods einen kaskadenähnlichen Verlauf hat, wobei ursprünglich 
wenige aktive Moleküle einer Caspase zur Aktivierung einer großen Menge von Caspasen in 
einer Zelle führt. 
Beim Menschen sind gegenwärtig mindestens 10 Caspasen bekannt (die tatsächliche Anzahl ist 
wegen kleiner Sequenzabweichungen in den veröffentlichten Genen unsicher; Übersicht in 
Gastman, Head & Neck 2001). Nicht von allen Caspasen ist die exakte Funktion bekannt. 
Caspase-1 und -11 spalten Vorläufermoleküle, aus denen reife Zytokine hervorgehen, Caspase-8, 
-9 und -10 initiieren die Fortpflanzung apoptotischer Signale (sog. Initiatorcaspasen) und 
Caspase-3, -6, und -7 fungieren als „Effektoren” (Effektorcaspasen), indem sie eine Reihe von 
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spezifischen Substraten spalten. Es ist die durch diese proteolytische Spaltung verursachte 
Veränderung der Funktion solcher Substrate, die zu den typischen Merkmalen der Apoptose  
(s. o.) führt. 
 
Es gibt zwei bekannte Wege, auf denen Caspasen aktiviert werden können. Beim extern durch 
sogenannte Todesrezeptoren induzierten Mechanismus  binden externe Liganden an Rezeptoren 
aus der Familie der Tumor Nekrose Rezeptoren/ Todesrezeptoren (z. B. CD95L an CD95), was 
zur Trimerisierung des Rezeptors und anschließend zur Rekrutierung von Adaptormolekülen  
(z. B. FADD) und Aktivierung der „Initiatorcaspase“ (s.u.) Caspase-8 (und wahrscheinlich 
Caspase-10) führt. Caspase-8 aktiviert weitere nachgeschaltete Caspasen (z. B. Caspase-3), 
welche im weiteren Verlauf durch die Spaltung zellulärer Substrate die morphologischen 
Ereignisse der Apoptose auslösen.  
Im anderen Fall, dem „mitochondrialen“ Signalweg, führt ein Signal (z. B. DNA-Beschädigung, 
zellulärer Stress) zur Freisetzung von  Cytochrom c (sowie weiterer mitochondrialer Proteine 
wie IAPs und Smac/DIABLO) aus den Mitochondrien. Cytochrom c bindet an Apaf-1 und führt 
unter Beteiligung von dATP/ATP zur Multimerisierung von Apaf-1. Dies hat eine Aktivierung 
von Caspase-9 (einer Initiatorcaspase) zur Folge. Die aktive Caspase-9 kann nun weitere 
Caspasen wie Caspase-3 aktivieren (siehe auch Abb. 2). 
Weitere Regulatorproteine wie die mitochondrialen Proteine AIF und Smac/DIABLO und die 
zellulären Proteine Bax , cFLIP, und die IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins) greifen an 
verschiedenen Stellen stimulierend oder hemmend in die Signalwege ein. Eine Querverbindung 
zwischen extern induziertem und innerem Signalweg wird durch das Molekül Bid hergestellt, 
das durch Caspase-8 gespalten und aktiviert wird. 
(Adams and Cory, Trends in Biochem Sci 2001; Ashkenazi and Dixit, Science 1998; 
Green, Cell 2000; Hengartner, Nature 2000; Los et al., Trends in Immunology 2001; Thornberry 










1. 2. 5  Anwendungen der Apoptose 
 
Beispiele von apoptotischen Vorgängen finden sich im gesamten Tier- und möglicherweise auch 
im Pflanzenreich. Apoptose ist ein lebenswichtiger Prozess während der normalen Entwicklung 
und während des adulten Lebens vieler Organismen. Beim Menschen kann die Deregulation der 
Apoptose zu inflammatorischen, malignen, autoimmunen und neurodegenerativen Erkrankungen 
führen (Afford and Randhawa, J Clin Pathol: Mol Pathol 2000).  
 
 
1. 2. 5. 1  Apoptose während der Entwicklung, zur Aufrechterhaltung der 
Homöostase und als Verteidigung gegen toxische Substanzen. 
 
Apoptose findet beispielsweise während der Embryogenese statt, wenn einige Zellen ihre 
Funktion erfüllt haben und nicht länger gebraucht werden oder wenn sie es nicht geschafft 
haben, sich durch adäquaten Kontakt in einen Gewebsverband einzugliedern (Clarke, Anat 
Embryol 1990; Rubin, Br Med Bull 1997); Sanders and Wride, Int Rev Cytol 1995). 
Weitere Beispiele für physiologischen Zelltod während der Entwicklung sind etwa die 
Entstehung der Hände bei höheren Vertebraten einschließlich des Menschen (Abbau der 
„Schwimmhäute“) und das Abwerfen des Schwanzes der Kaulquappe, wenn sie sich zum Frosch 
entwickelt (Jacobson, Cell 1997). 
 
Eine gut studierte Form der Apoptose greift in die Entwicklung des Immunsystems ein. 
Unerwünschte autoreaktive T-Zellen oder Thymozyten mit unvollständig umgeordneten T-Zell-
Rezeptorgenen werden durch Auslösen der apoptotischen Signaltransduktion innerhalb dieser 
Zellen eliminiert (King and Ashwell, Thymus 1994). 
 
Neben diesem, in der Entwicklung stattfindenden Zelltod, ist die Apoptose eine wichtige 
„Verteidigungsmöglichkeit“ gegenüber zellulären Schäden: Zellen mit DNA-Schäden stoppen 
entweder den Zellzyklus und aktivieren Reparaturmechanismen oder, wenn dies nicht möglich 
ist, aktivieren sie die apoptotische Signaltransduktion (Yonish-Rouach, Experientia 1996; 
Bellamy, Br Med Bull 1997).  
 
In erwachsenen Organismen wird die Apoptose fernerhin eingesetzt, um die Anzahl von Zellen 
in einem proliferierenden Gewebe konstant zu halten und um Zellen abzutöten, die aufgrund von 
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molekularen Veränderungen ihre Funktion nicht mehr erfüllen können oder dem Organismus 
gefährlich werden könnten (Jacobson et al., Cell 1997). Die Funktion der Apoptose bei der 
Aufrechterhaltung der Homöostase ist wohl am deutlichsten bei Komponenten des Immun-
systems beschrieben (Abbas, Cell 1996; Nagata, Cell 1997), gilt aber sehr wahrscheinlich für 
alle fortlaufend proliferierenden Gewebe (Häcker, Med Welt 1999). Beispielsweise werden 
Granulozyten laufend im Knochenmark neu hergestellt und in die peripheren Gefäße 
ausgeschwemmt, wo sie nach wenigen Tagen durch Apoptose sterben (Lagasse et al., J Exp Med 
1994). Im Blutbildungs-System von Vertebraten ist der Umfang der Apoptose gewaltig, z. B. 
sterben täglich Milliarden von Neutrophilen auf diese Weise in einem erwachsenen Menschen 
(Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 1995). 
Eine weitere Anwendung des Apoptosesystems ist die Beseitigung infizierter oder genetisch 
veränderter Zellen durch zytotoxische T-Lymphozyten: durch verschiedene membranständige 
und sezernierte Faktoren zwingt die zytotoxische Zelle ihre erkannte Zielzelle dazu, ihr 
Apoptosesystem zu aktivieren und Selbstmord zu begehen (Sarin et al., Immunity 1997; Shi et 
al., J Exp Med 1997). 
 
 
1. 2. 5. 2  Apoptose bei viralen und bakteriellen Infektionen 
 
Eine wichtige Funktion der Apoptose besteht in der Regulation der Immunantwort bei viralen 
und bakteriellen Infektionen. Hierbei spielt die Induktion von Apoptose auf verschiedenen 
Ebenen eine Rolle: zum einen kann sie die Infektion begrenzen, was für den Wirtsorganismus 
vorteilhaft ist, zum anderen können Bakterien und Viren die Apoptose in Wirtszellen sowohl 
induzieren als auch hemmen, um ihre eigene Vermehrung im Wirtsorganismus zu fördern  
(Müller and Rudel, Int J Med Microbiol 2001). 
 
Einige Bakterienspezies können wichtige Zellen des Immunsystems durch Induktion von 
Apoptose schädigen. Beispielsweise induzieren die Bakterien der Gattung Shigella, Salmonella 
und Yersinia Apoptose in Makrophagen sowohl in vitro (Zychlinski et al., Nature 1992; Chen et 
al., Mol Microbiol 1996; Monack et al., Proc Natl Acad Sci 1997) als auch in vivo (Zychlinski et 
al., Infect Immun 1996; Monack et al., J Exp Med 2000; Monack et al., J exp Med 1998). Von 
den bakteriellen Pathogenen Chlamydia und Rickettsia ist bekannt, dass sie die Apoptose in 
infizierten Zellen zu inhibieren vermögen (Fan et al., J Exp Med 1998; Dean and Powers, Infect 
Immun 2001; Clifton et al., Proc Natl Acad Sci 1998). Diese Bakterienarten sind zum Überleben 
als obligat intrazelluläre Pathogene auf ihre Wirtszellen angewiesen; es ist für sie vorteilhaft, bis 
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zur Vollendung ihres Lebenszyklusses das Leben der Wirtszellen aufrechtzuerhalten bzw. zu 
verlängern (Müller and Rudel, Int J Med Microbiol 2001). 
 
Im Laufe der letzten Jahre sind eine Reihe von Viren identifiziert worden, die Gene tragen, die 
für antiapoptotische Proteine kodieren (Übersicht in Alcami and Koszinowski, Mol Med Today 
2000). Solche viralen Apoptoseinhibitoren sind z. B. die IAPs aus der Familie der Baculoviren 
und das P35-Protein (s. u.) aus dem Baculovirus Autographa californica Nuclear Polyhedrosis 
Virus [AcNPV] (Übersicht in Miller, J Cell Physiol 1997),  das Adenovirus E1B 19K-Protein 
(siehe Thomson, Int J Exp Pathol 2001), das Cowpox Virus-Protein CrmA (Cytokine Response 
Modifier A, diskutiert in Smith et al., EMBO 1996) oder Proteine aus der Familie v-FLIP (Viral 
FLICE Inhibitory Proteins, Diskussion in Thomson, Int J Exp Pathol 2001).  
 
Einige Viren (bzw. deren Genprodukte) können Apoptose in Zellen induzieren, wie z. B. das 
Influenza A & B-Virus (Hinshaw et al., J Virol 1994), die Adenovirus E1A-Proteine (Rao et al., 
Proc Natl Acad Sci 1992), das Protein R (Vpr) aus dem HIV-1-Virus (Yao et al., J Virol 1998; 
Stewart et al., J Virol 1997) und das Hepatitis B Virus HBx-Protein (Kim et al., J Biol Chem 
1998; Terradillos et al., Oncogene 1997). Für das Hbx-Protein wurde allerdings auch eine 
antiapoptotische Eigenschaft festgestellt (Elmore et al., Proc Natl Acad Sci 1997; Gottlob et al., 
J Biol Chem 1998). 
 
Da Viren Wirtszellen zu ihrer eigenen Vermehrung benötigen, bedeutet der Tod einer infizierten 
Zelle das Ende der viralen Infektion. Durch aktivierte katabole Enzyme während der Apoptose 
werden wahrscheinlich auch Virusmoleküle abgebaut. Es ist also wahrscheinlich, dass der 
beobachtete Zelltod nach Virusinfektion eine zelluläre Reaktion ist, die für den Wirtsorganismus 
günstige Effekte hat (Vaux et al., Cell 1994). Am deutlichsten wird diese Interpretation durch die 
Beobachtung gestützt, dass viele Viren Gene mit sich tragen, die den Tod infizierter Zellen 
verhindern oder verlangsamen (Übersicht in Alcami and Koszinowski, Mol Med Today 2000 und 
Vaux and Strasser, Proc Natl Acad Sci 1996). 
Andererseits kann die Apoptoseinduktion nach Virusinfektion auch vorteilhaft für das Virus 
sein: da Apoptose zu einer schnellen Beseitigung der defragmentierten Zellen (der apoptotischen 
Körper) führt, kommt es nicht in dem Ausmaße zur Stimulierung des Immunsystems, wie es bei 
lysierten Zellen, die ihre intrazellulären Bestandteile in das umgebende Gewebe abgeben, der 
Fall wäre. Ferner gibt es Hinweise darauf, dass Viren nach Auslösen der Apoptose die Zell-
fragmente als Vehikel zur weiteren Übertragung nutzen und dadurch das Immunsystem umgehen 
können (Thomson, Int J Exp Pathol 2001). Somit stellt die Regulation der Apoptose durch Viren 
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eine Balance dar zwischen der Minimierung der Immunantwort durch Induktion der Apoptose 
einerseits und der Optimierung der Virusproduktion durch Inhibition der Apoptose andererseits 
(Collins, Am J Respir Crit Care Med 1995;). 
 
 
1. 2. 6  Apoptoseinhibition durch Baculoviren 
 
Baculoviren (Familie Baculoviridae [Matthews, 1982]) sind zu den Kernpolyhedrosis-Viren 
gehörende, insektenpathogene und insektenspezifische Viren, deren prominenteste Vertreter 
Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (AcNPV) und Bombyx mori Nuclear 
Polyhedrosis Virus (BmNPV) sind. Beide Viren befallen mehr als 30 verschiedene 
Insektenspezies aus der Familie der Lepidoptera.  
Das etwa 129 kBp-große Genom dieser Viren besteht aus ringförmig geschlossene, doppel-
strängige DNA und wird im Kern der infizierten Zelle repliziert. Die Replikation der viralen 
DNA beginnt etwa 6 Stunden nach der Infektion. Im Verlauf der Infektion entstehen sowohl 
freie extrazelluläre Viruspartikel, die neue Zellen infizieren können als auch sog. 
Einschlusskörper, die aus Polyhedrin, einem viruskodierten Protein bestehen. In den 
Einschlusskörpern sind Viruspartikel eingebettet. Diese werden nach etwa  4-5 Tagen durch 
Lyse der Zelle freigesetzt und können von Insekten aufgenommen werden, wodurch ein neuer 
Infektionszyklus beginnt (Ibelgaufts, 1993).  
 
Das P35-Protein aus dem Baculovirus Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (Ac-
P35-Protein) ist ein Inhibitor der Apoptose in verschiedenen Organismen. Diese Inhibition ist 
aller Wahrscheinlichkeit nach auf die Blockierung von Caspasen zurückzuführen (siehe 
Problemstellung und Abschnitt 1. 2. 6. 1).  
Das Protein P35 aus Bombyx mori Nuclear Polyhedrosis Virus (Bm-P35-Protein) besitzt zwar 
eine etwa 90%ige Homologie zu Ac-P35, ist jedoch im Vergleich zu Ac-P35 nur sehr ein-
geschränkt in der Lage, die Apoptose zu inhibieren (Morishima et al., FEBS 1998 und siehe Vier 
et al., Biochem Biophys Res Comm 2000). 
 
Die Proteine Cp-IAP und Op-IAP aus Cydia pomonella Granulosis Virus (CpGV) und Orgyia 
pseudotsugata Nuclear Polyhedrosis Virus (OpNPV) sind baculovirale IAP-Proteine, die 
Apoptose inhibieren können. Das charakteristische Merkmal der (viralen und zellulären) IAP-
Proteine ist ein Zink-bindendes BIR (Baculovirus IAP Repeat)-Motiv (welches auch mehrfach 
vorkommen kann). Viele IAPs enthalten außerdem ein weiteres Zink-bindendes Motiv, das sog. 
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RING-Finger-Motiv, welches u. a. für eine optimale Antiapoptose-Funktion notwendig ist 
(Clem, Cell Death Differ 2001; Miller, J Cell Phys 1997). Der Mechanismus der 
Apoptoseinhibition durch virale und zelluläre IAP-Proteine wird zur Zeit noch untersucht, es ist 
jedoch wahrscheinlich, dass dabei die Inhibition von Caspasen eine Rolle spielt (Diskussion in 
Clem, Cell Death Differ 2001). 
 
 
1. 2. 6. 1  Apoptoseinhibition durch virales P35-Protein 
 
Ein Modell der Caspaseninhibition sieht vor, dass Ac-P35 als Substrat von Caspasen gespalten 
wird und die Bruchstücke einen stabilen Komplex mit der Protease eingehen (Bump et al., 
Science 1995; Bertin et al., J Virol 1996; Zhou et al., Biochemistry 1998). Die Spaltung erfolgt 
hierbei nach einem Aspartatrest in der Sequenz 84-DQMD↓G-88 (Asp-Gln-Met-Asp↓Gly) des 
Ac-P35-Proteins (Fisher et al., EMBO 1999; Bertin et al., J Virol 1996). Bump et al konnten 
zeigen, dass Ac-P35 von Caspase-1 gespalten wird und dass die 10 und 25 kDa-großen 
Fragmente (p10 und p25) von Ac-P35 einen stabilen Komplex mit der inhibierten Caspase 
bildeten (Bump et al., Science 1995). Die Autoren gehen davon aus, das Ac-P35 als irreversibler 
Caspaseninhibitor wirkt, während Xue und Horvitz zusätzlich postulierten, dass Ac-P35 ein 
kompetetiver Caspaseninhibitor ist, wenn es in hohen Konzentrationen in der Zelle vorliegt (Xue 
and Horvitz, Nature 1995). 
 
Neuere Untersuchungen geben Aufschluss über den molekularen Mechanismus der 
Caspaseninhibition durch Ac-P35: die Kristallstruktur eines Ac-P35-Caspase-8-Komplexes 
wurde untersucht und es konnte festgestellt werden, dass die Inhibierung der Caspase durch die 
Bildung einer Thioesterbindung (zwischen Asp-87 von Ac-P35 und dem nucleophilen Cys-360 
der Caspase) erfolgte, dessen hydrolytische Spaltung durch die Positionierung des N-Terminus' 
von Ac-P35 in das aktive Zentrum der Caspase verhindert wurde. Diese Positionierung des N-
Terminus' wird nach Ansicht der Autoren durch eine Serie von Konformationsänderungen 
ermöglicht, die das Ac-P35-Protein nach proteolytischer Spaltung durch die Caspase erfährt (Xu 
et al., Nature 2001). Dieses Modell der Caspaseninhibition, wonach spezifische Konformations-
änderungen des Ac-P35-Proteins nach proteolytischer Spaltung zur Inhibition der Caspase 
führen, wird im Übrigen durch Arbeiten von Fisher et al und Dela Cruz et al unterstützt (Fisher 
et al., EMBO 1999 und Dela Cruz et al., J Biol Chem 2001). 
 
1 Einführung 24
Die dreidimensionale Struktur des monomeren Ac-P35-Proteins, wie sie nach Kristallstruktur-
analyse an gereinigtem Ac-P35-Protein gewonnen wurde (Fisher et al., EMBO 1999) zeigt, dass 
der zentrale Bereich des Proteins aus mehreren antiparallel angeordneten β-Faltblatt-Strukturen 
besteht, die von einer darüberliegenden α-Helix (α1-Helix) überquert wird. Diese Helix geht 
über in einen Ring, der die Caspasenerkennungssequenz Asp-Gln-Met-Asp (s. o.) enthält. Helix 
und Ring bilden eine große Schlaufe (Aminosäuren 60-98), die auch als Reactive Site Loop 
(RSL) bezeichnet wird. An der Spitze der RSL befindet sich die Caspasenschnittstelle Asp87-
Gly88, die für Caspasen frei zugänglich ist. Untersuchungen ergaben, dass Interaktionen 
zwischen Resten der α1-Helix und solchen der β-Faltblatt-Strukturen für die Caspaseninhibition 
und die Bildung von Homodimeren notwendig sind. Die Autoren zogen aus ihren 
Beobachtungen den Schluss, dass die RSL infolge intramolekularer Interaktionen (zwischen α1 
und den β-Faltblatt-Strukturen ) eine spezifische räumliche Orientierung annimmt, und dass dies 
für die Inhibierung von Caspasen notwendig ist. Weiterhin konnten sie demonstrieren, dass die 
Homodimerisierung von Ac-P35 durch die Interaktion zwischen der RSL des einen Monomers 
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1. 2. 7  Das Caspasenadaptormolekül Apaf-1 
 
Apaf-1 ist ein 130-kDa großes Protein, das aus einer NH2-terminalen CARD- (= Caspase 
Recruiting Domain), einer CED-4-homologen Domäne sowie einer COOH-terminalen WD-40-
Repeat-Region besteht. Es ist in menschlichen Zellen vorhanden und zu CED-4 aus dem 
Nematoden Caenorhabditis elegans homolog (Zou et al., Cell 1997). CED-4 ist ein Adaptor-
protein, welches ein apoptotisches Signal empfangen kann und an CED-3 binden und diese 
aktivieren kann (Vaux, Cell 1997; Green, Nature 2001). CED-3 aus C. elegans ist homolog zur 
Caspase-1 des Menschen (Yuan et al, Cell 1993 und siehe Gastman, Head & Neck 2001). 
 
Die CARD-Domäne von Apaf-1 dient der Interaktion mit Procaspase-9 (s. u.), die CED-4-
homologe Domäne enthält Nukleotidbindungsstellen (Walker A and B Boxes, Zou et al., J Biol 
Chem 1999) und ist für die Homodimerisierung von Apaf-1-Molekülen notwendig (Adrain et al., 
J Biol Chem 1999). Die C-terminalen WD-40 (WD = Trp-Asp)-Sequenzen2 sind höchstwahr-
scheinlich für die Bindung von Cytochrom c notwendig (Purring-Koch and McLendon, PNAS 










Abb. 1: Struktur von Apaf-1 (nach Zou et al., J Biol Chem 1999). 
Gezeigt ist die schematische Struktur von Apaf-1, die die verschiedenen Domänen veranschaulicht. Die 
Aminosäuresequenz der N-terminalen CARD-Domäne ist zur N-terminalen Prodomäne der Caspase aus 
C. elegans, CED-3, homolog (Aminosäuren: 21% identisch, 53% konserviert), während die anschlie-
ßende CED-4-Domäne homolog zum C. elegans-Protein CED-4 ist (Aminosäuren: 22% identisch, 48% 
konserviert). In der C-terminalen Hälfte von Apaf-1 befinden sich 12 konservierte Sequenzen, die WD-




                                                           
2 WD-Proteine sind aus hochkonservierten, sich wiederholenden Sequenzen zusammengesetzt, die 
typischerweise mit der Sequenz Trp-Asp (WD) enden. Sie kommen in Eukaryoten vor und regulieren 
wichtige zelluläre Funktionen wie z. B. die Zellteilung und die Transkription (Neer et al., Nature 1994). 
 
        WD-40-Sequenzen     1 85         412     1194 
       H2N          COOH CED-4 
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Eine Reihe von Studien hat die molekulare Funktion von Apaf-1 aufgeklärt: Studien haben 
gezeigt, dass Apaf-1 in Anwesenheit von dATP und Cytochrome c an Procaspase-9 binden 
konnte und dass eine Oligomerisierung von Apaf-1 zur Aktivierung der Procaspase-9 führte (Li 
et al., Cell 1997; Srinivasula et al., Mol Cell 1998; Adrain et al., J Biol Chem 1999; Saleh et al.,  
J Biol Chem 1999; Zou et al, J Biol Chem 1999). Außerdem konnte in Experimenten gezeigt 
werden, dass rekombinante aktive Caspase-9 Procaspase-3 und -7 aktivieren konnte (Li et al., 
Cell 1997; Srinivasula et al., Mol Cell 1998). 
 
Im Laufe der letzten Jahre ist ein Modell der Caspasenaktivierung erwachsen, wonach aus den 
Mitochondrien freigesetztes Cytochrom c zunächst an Apaf-1 bindet und eine Konformations-
änderung von Apaf-1 herbeiführt (was die CARD-Domäne exponiert, die dann an das korrespon-
dierende Motiv der Procapase-9 bindet [Li et al., Cell 1997]). Dies führt zur Oligomerisierung 
von Apaf-1-Molekülen und zur Bildung eines etwa 1,3 MDa-großen Proteinkomplexes  
(„Apoptosom”),  welches Procaspase-9 rekrutiert und aktiviert (Zou et al., J Biol Chem 1999). 
Die Oligomerisierung von Apaf-1 und die Bildung des Apoptosoms erfordert im Weiteren die 
hydrolytische Spaltung von dATP/ATP (bzw. Bindung von dATP an Apaf-1 [Jiang and Wang,  
J Biol Chem 2000]) durch Apaf-1 (Zou et al., J Biol Chem 1999).  
 
Zusätzlich zu dem beschriebenen ~1,3 MDa-Apoptosom wurde auch ein ~700 kDa-großes  
Apaf-1-Apoptosom aus dATP-aktivierten Zelllysaten und aus apoptotischen Zellen isoliert. 
Letzteres enthielt aktivierte Caspase-9, -3 und -7 (Cain et al., J Biol Chem 1999). Die Autoren 
zeigten weiterhin, dass das ~700 kDa-große Apoptosom, im Gegensatz zum ~1,3 MDa-
Apoptosom, in apoptotischen Zellen überwog und dass nur dieses in der Lage war, Effektor-
caspasen zu aktivieren. Nach Ansicht der Autoren ist es dieses ~700 kDa-Apoptosom, das die 
biologisch aktive Form des Apoptosoms darstellt (Cain et al., J Biol Chem 2000). Die Core-
Einheit eines 700 kDa-Apoptosoms besteht vermutlich aus einem Apaf-1-Tri- oder Tetramer 
(Adrain and Martin, Trends Biochem Sci 2001) und ist in Abb. 2  als wesentliche Komponente 






























Abb. 2: Apaf-1-abhängiger Apoptose-Signaltransduktionsweg (nach Adrain and Martin, Trends 
Biochem Sci 2001 und Purring-Koch and McLendon, PNAS 2000). 
Die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien führt unter Beteiligung von dATP zur Bildung 
des Apaf-1-Apoptosoms, in dem Procaspase-9 autokatalytisch aktiviert wird. Der Austritt von Cytochrom 
c aus den Mitochondrien als Folge eines apoptotischen Stimulus wird von Proteinen der Bcl-2-Familie 
reguliert; Bax erleichtert, Bcl-2 bremst diesen Vorgang (Übersicht in Green, Cell 2000 und Adams 
and Cory, Trends Biochem Sci 2001). 
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1. 3  Problemstellung 
 
 
1. 3. 1  Identifizierung und Charakterisierung von 
Interaktionspartnern des Baculovirusproteins Ac-P35 
 
Im Jahre 1991 wurde erstmals von Miller und Mitarbeitern gezeigt, dass das viral codierte 
Protein P35 aus dem Baculovirus Autographa californica Nuclear Polyhedrosis Virus (Ac-P35-
Protein) die Apoptose während der Infektion von Insektenzellen inhibiert (Clem et al., Science 
1991). Im Laufe der folgenden Jahre konnte gezeigt werden, dass Ac-P35 die Apoptose in 
verschiedenen Organismen wie z. B. in dem Fadenwurm  Caenorhabditis elegans (Sugimoto et 
al., EMBO 1994), der Fruchtfliege Drosophila melanogaster (Hay et al., Development 1994) und 
dem Menschen (Beidler et al., J. Biol. Chem. 1995; Datta et al., J. Biol. Chem. 1997; Qi et al., 
Oncogene1997) inhibiert. Diese Inhibition ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf die Blockierung 
von Caspasen zurückzuführen: in vitro-Versuche an gereinigten Caspasen zeigten, dass Ac-P35 
diese Proteasen zu inhibieren vermochte (Ahmad et al., J. Biol. Chem. 1997; Bump et al., 
Science 1995; Zhou et al., Biochemistry 1998; Xue and Horvitz, Nature 1995). 
 
Caspasen sind evolutionär hochkonservierte Proteasen, die in vielen Organismen vorkommen  
und eine zentrale Rolle bei der Apoptose spielen (Hengartner, Nature 2000). Ac-P35 agiert durch 
die Inhibition von Caspasen an einer sehr zentralen Stelle des Apoptosewegs, der zwischen 
evolutionär weit voneinander entfernten Systemen konserviert ist. Zusammen mit der Tatsache, 
dass die etwa 150 Gene der Baculoviren im Laufe der Evolution aus (infizierten) Wirtszellen 
übernommen worden sind (Miller, J Cell Phys 1997) - möglicherweise mit Mutationen, die dem 
Virus einen Selektionsvorteil gewähren  - deutet dies daraufhin, dass ein zelluläres P35-Homolog 
existiert, das möglicherweise eine Funktion an einer wichtigen Schaltstelle des Apoptosepfades 
besitzt und dessen Funktion von Ac-P35 entweder imitiert oder aufgehoben wird. Eine Reihe 
von Beispielen für solche „Übernahmen“ sind bekannt. So sind etwa bei den Apoptose 
regulierenden Proteinen virale Homologe des zellulären Apoptoseinhibitors Bcl-2 bekannt, die 
ebenso Apoptose inhibieren können (Übersicht in Thomson, Int J Exp Pathol 2001), als auch 
virale und zelluläre IAPs (Übersicht in Clem, Cell Death Differ 2001; Müller and Rudel, Int J 
Med Microbiol 2001; Miller, J Cell Physiol 1997) oder virale und zelluläre FLIPs (FLICE 
Inhibitory Proteins, Übersicht in Müller and Rudel, Int J Med Microbiol 2001; Thomson, Int J 
Exp Pathol 2001).  
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In (unveröffentlichten) Arbeiten, die von Prof. Dr. G. Häcker und Mitarbeitern am Institut für 
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Technischen Universität München durchgeführt 
worden sind, wurden deutliche Hinweise auf die Existenz eines zellulären Homologs von Ac-
P35 gefunden: ein polyklonales Antiserum, das gegen Ac-P35 gerichtet war, erkannte in 
Zelllysaten von Vertebratenzellen ein etwa 37 kDa großes Protein, das aufgrund seiner Größe 
und der spezifischen Reaktion mit dem Antikörper (und weiteren Eigenschaften, s. u.) als ein 





Abb. 3: Ein Antiserum gegen virales P35 erkennt virales P35 in Vertebratenzellen 
sowie ein zelluläres Protein, c-P35. 
Zellen der Zelllinien 293T (transformierte menschliche Fibroblasten) und COS7 
(transformierte Affenfibroblasten) wurden entweder mit einem leeren pEF-Expressions-
vektor (Kontrolle, 1. und 3. Spur ) oder dem Ac-P35-Expressionskonstrukt pEF/p35  
(2. und 4. Spur) transfiziert. Lysate dieser Zellen wurden nach 48 h im Western Blot 
mittels eines polyklonalen Antiserums gegen das virale P35-Protein auf die Expression 
von Ac-P35 untersucht. Sichtbar ist eine Bande von etwa 35 kDa in den pEF/p35-trans-
fizierten Zellen (Ac-P35, Pfeilspitze), eine konsistente Bande bei etwa 37 kDa in allen 
Zellen (zelluläres P35, Pfeil) sowie mehrere größere Spezies bei etwa 70 kDa (Blockpfeil). 
 
Mikroskopische Untersuchungen sowie Fraktionierungsstudien an Vertebratenzellen zeigten, 
dass das vermutete zelluläre P35 mitochondrial lokalisiert war. Deletionsmutanten von Ac-P35, 
die entweder nur die N-terminale oder die C-terminale Hälfte des Moleküls umfassten (N-P35 
oder C-P35) konnten bei diesen Untersuchungen in den Mitochondrien (N-P35) sowie im 
Zytosol (C-P35) nachgewiesen werden (unveröffentlicht). 
 
Weitere Experimente mit N-P35 in Vertebratenzellen deuteten daraufhin, dass N-P35 mit einem 
zellulären Protein interagieren konnte und mit diesem höhermolekulare Komplexe (70 kDa) bil-
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dete (nicht gezeigt). Möglicherweise war in diesen Komplexen auch das vermutete zelluläre P35-
Homolog enthalten.  
In weiteren Versuchen an Vertebratenzellen wurde beobachtet, dass das postulierte zelluläre 
P35-Protein während der Apoptose zum einen aus den Mitochondrien ins Zytosol hinaustrat, 
zum anderen höhermolekulare Komplexe (70 kDa) entweder mit sich selbst oder einem anderen 
zellulären Protein einzugehen vermochte (nicht gezeigt). 
 
In den Zelllysaten von Ac-P35-transfizierten Zellen, die das virale Protein stark exprimierten, 
traten außerdem höhermolekulare Spezies mit einer Molekülmasse von ca. 70 kDa auf (siehe 
Abb. 3). Diese Banden stellen möglicherweise Komplexe dar, die als Folge einer Homodimeri-
sierung von Ac-P35 entstanden sind (im Verlaufe der Forschungen, die im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführt worden sind, konnte im Interaction Trap-System die Homodimerisierung des 
viralen P35-Proteins nachgewiesen werden [Abschnitt 2. 1. 2]). Denkbar wäre jedoch auch, dass 
Ac-P35 mit dem postulierten zellulären Homolog oder eines weiteren zellulären Proteins 
interagierte und Heterodimere bildete. 
 
Die Beobachtungen, die in diesen und weiteren Experimenten gemacht wurden, deuteten auf die 
Existenz eines ca 37 kDa-großen zellulären Proteins hin, das also mit dem viralen P35-Protein 
(bzw. seiner N-terminalen Hälfte) einige interessante Eigenschaften teilte: 1) es war in der Lage, 
höhermolekulare Komplexe mit sich selbst oder anderen zellulären Molekülen auszubilden, 2) es 
konnte anhand mikroskopischer Untersuchungen in den Mitochondrien lokalisiert werden. Die 
obigen Befunde legten zudem den Schluss nahe, dass es mit Ac-P35 direkt interagieren konnte 
(Hieraus ergab sich die Fragestellung, ob eine solche Interaktion auch während der Apoptose 
stattfinden könnte bzw. welche Rolle sie während der Apoptose spielen würde). 3) Während der 
Apoptose gingen bestimmte Veränderungen vor sich wie der Austritt aus den Mitochondrien und 
Komplexbildung mit sich selbst und/oder zellulären Proteinen. 
Aufgrund dieser Befunde wurde die Hypothese formuliert, dass das in Abb. 3 gezeigte, ca. 37 
kDa-große Protein ein Kandidat für das postulierte zelluläre Homolog von Ac-P35 ist, das die 
evolutionäre „Vorlage“ von Ac-P35 war und außerdem in Vertebratenzellen an der Apoptose 
beteiligt ist. Möglicherweise befindet es sich an einer wichtigen Schaltstelle des evolutionär 
konservierten Apoptosewegs. Ein denkbarer Wirkungsmechanismus von Ac-P35 könnte z. B. 
darin bestehen, mit seinem zellulären Homolog direkt oder über gemeinsame Interaktionspartner 
im Zytosol der Zelle Komplexe einzugehen, die die Funktion des zellulären  P35-Proteins 
während der Apoptose inhibieren. Neben der Inhibierung von Caspasen durch Ac-P35 könnte 
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dies ein zusätzlicher oder alternativer Weg sein, apoptotische Vorgänge in der Zelle zu 
beeinflussen. 
 
Um dieses postulierte Homolog von Ac-P35 zu isolieren, und es anschließend hinsichtlich seiner 
Eigenschaften und Funktionen zu charakterisieren, wurde das Interaction Trap-System (siehe 
Abschnitt 4. 2. 2. 1) gewählt. Dieses System beruht auf der Interaktion zwischen zwei Proteinen, 
wobei eines der Proteine als „Köder“ fungiert, das andere als  „Beute“. Das Interaction Trap-
System ist derart konzipiert, dass die Interaktion zwischen „Köder“ und „Beute“ zur Aktivierung 
von zwei verschiedenen Reportergenen führt und dadurch das Erkennen und die Isolierung der 
„Beute“ erlaubt (s. u.). Als „Köderprotein“ wurde Ac-P35 eingesetzt. Um „Beute“ zu finden 
wurde in einer Population von Proteinen gesucht, die von cDNA-Genbibliotheken codiert 
wurden. Das Ziel war es nun, aufgrund der vermuteten spezifischen Interaktion zwischen Ac-
P35 und seinem zellulären Homolog letzteres aus solchen Genbibliotheken „herauszuangeln“ um 
es zu isolieren und für weitere Untersuchungen zu klonieren.  
Durch die Wahl des Interaction Trap-Systems war zudem die Möglichkeit gegeben, weitere 
spezifische Interaktionspartner von Ac-P35 zu identifizieren. Da viele virale Proteine mit 
mehreren zellulären Proteinen interagieren können, wäre das Aufspüren von weiteren Bindungs-
partnern von Ac-P35 mit dem Interaction Trap-System möglich. Neben den Caspasen und dem 
postulierten zellulären P35-Protein könnten demnach noch weitere Proteine existieren, die mit 
Ac-P35 interagieren und deren Identifizierung und Charakterisierung wichtige Beiträge bei der 













1. 3. 2  Identifizierung und Charakterisierung von Interaktions-
partnern des Caspasenadaptormoleküls Apaf-1 
 
Das 130 kDa-große Protein Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) wurde erstmals im 
Jahre 1997 aus zytosolischen Fraktionen von HeLa-Zellen angereinigt und kloniert (Zou et al. 
Cell 1997). Apaf-1 spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation der Apoptose und ist ver-
mutlich für die normale Entwicklung des ZNS während der Embryogenese verantwortlich. Dies 
wurde anhand von Untersuchungen an Apaf-1-defizienten Mäusen gezeigt: die Apaf-1-Muanten 
wiesen schwerwiegende morphologische Anomalien des Kopfes auf, begleitet von einer 
Verringerung der Apoptose im Gehirn und einer Hyperproliferation neuronaler Zellen (Yoshida 
et al., Cell 1998 [s. u.] und siehe Benedict et al., J Biol Chem 2000).  
Apaf-1 ist eine wichtige Komponente des mitochondrialen Apoptosesignalweges. Hierbei 
kommt es infolge eines apoptotischen Stimulus (z. B. zellulärer Stress) zu einem Ausströmen 
von Cytochrom c aus den Mitochondrien und zur Oligomerisierung von Apaf-1-Molekülen. Dies 
wiederum führt zur Aktivierung von Procaspase-9 und anschließend zur Aktivierung von 
Effektorcaspasen wie Caspase-3 und Caspase-7 (Green, Cell 2000 und siehe Jiang and Wang,  
J Biol Chem 2000 und Abb. 2 ).  
Die Bindung von Apaf-1 an Caspase-9 erfolgt über die Interaktion der CARD (Caspase 
Recruitment Domain)-Domänen der beiden Proteine (Li et al., Cell 1997). Die WD-40-Domäne 
von Apaf-1 ist aller Wahrscheinlichkeit nach die Bindungsstelle für Cytochrome c (Purring-
Koch and McLendon, PNAS 2000; Benedict et al., J Biol Chem 2000). WD-40-Domänen sind oft 
an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt (siehe Neer et al., Nature 1994 und Sondeck et al., 
Nature 1997), in ähnlicher Weise stellt die CARD eine Domäne dar, die wesentlich am Aufbau 
von Proteinkomplexen beteiligt sein kann (Martin, Trends Cell Biol 2001). Es ist demnach 
denkbar, dass das Protein Apaf-1 mit Hilfe seiner CARD- und/oder WD-40-Domäne mit 
weiteren, nicht bekannten zellulären Proteinen interagieren kann (z. B. mit weiteren Caspasen) 
und somit an zusätzlichen, noch nicht geklärten Apoptosemechanismen (oder anderen zellulären 
Vorgängen) beteiligt sein könnte.  
Einen konkreten Hinweis auf die mögliche Existenz von zusätzlichen Funktionen des Apaf-1-
Proteins liefert ein Vergleich der Phänotypen von Apaf-1- und Caspase-9-Knockout-Mäusen:  
Untersuchungen an homozygoten Caspase-9- und Apaf-1-defizienten Mäusen (Hakem et al., 
Cell 1998; Yoshida et al., Cell 1998) zeigten, dass neben einer Verringerung der Apoptose im 
ZNS der Embryonen Zellen dieser Mutanten gegen diverse apoptotische Stimuli resistent waren. 
Der Anteil sowie die Überlebensrate dieser homozygoten Neugeborenen war in beiden Fällen 
1 Einführung 33
sehr gering. Beide Mutantentypen zeigten zudem ein übermäßiges Gehirnwachstum und eine 
abnormale Morphologie des Schädels.  
 
Apaf-1-/--Mutanten wiesen in mehreren Bereichen des Kopfes Verformungen des Schädels auf, 
die auf einem übermäßigen Wachstum von Gehirngewebe in diesen Bereichen beruhten 
(“ectopic masses on the forehead”, “cauliflower-like mass on the face” und “cone-shaped mass 
on the head”, siehe Yoshida et al., Cell 1998). Caspase-9-/--Mutanten hingegen zeichneten sich 
durch das Hervortreten von Gehirngewebe nur im vorderen Schädelbereich auf (siehe Hakem et 
al., Cell 1998 und Yoshida et al., Cell 1998). Außerdem wurde eine Verzögerung im Abbau des 
interdigitalen Gewebes in den Apaf-1-/--Embryonen, jedoch nicht in den Caspase-9-/--Mutanten 
beobachtet (Zellen dieses Gewebes [“Interdigital Webs”, siehe Yoshida et al., Cell 1998] 
zwischen den sich entwickelnden Gliedmaßen werden im Laufe der Embryonalentwicklung 
durch Apoptose entfernt). 
 
Es ließ sich also insgesamt feststellen, dass der Verlust von Apaf-1-/- einen schwerwiegenderen 
Phänotyp verursachte als der von Caspase-9-/- (Ein Vergleich dieser Apaf-1- und Caspase-9-
Mutanten ist in Tab. 1 dargestellt). Dies ließ vermuten, dass es möglicherweise weitere 
Funktionen (und somit wahrscheinlich Interaktionspartner) von Apaf-1 bei der Apoptose gibt 
außer der Aktivierung von Procaspase-9 und dass das Fehlen dieser Funktionen den schwereren 
Phänotyp in den Apaf-1-/--Mutanten verursachte.  
Die Identifizierung und Charakterisierung von Interaktionspartnern von Apaf-1 würde 
möglicherweise zur Entdeckung weiterer Apoptosemechanismen führen, an denen Apaf-1 
beteiligt wäre. Denkbar ist beispielsweise die Möglichkeit, dass Apaf-1 an weitere, noch 
unbekannte Caspasen binden könnte um diese zu aktivieren. 
 
Für die Suche nach Interaktionspartnern von Apaf-1 wurden die DNA-Sequenzen der zwei 
funktionellen Domänen (CARD-und WD-40) des Apaf-1-Moleküls jeweils In-Frame mit der 













Tab. 1: Vergleich von homozygoten Apaf-1- und Caspase-9-Knockout-Mäusen. 
Dargestellt ist ein Vergleich der homozygoten Apaf-1- und Caspase-9-Mutanten, die von Yoshida et al. 
(Yoshida et al., Cell 1998) und Hakem et al. (Hakem et al., Cell 1998) generiert und beschrieben wurden. 
Neben einer hohen Sterblichkeit zeichnen sich die Mutanten vor allem durch eine anomale Gehirn-
entwicklung aus, die von einer Verringerung der Apoptose im ZNS begleitet wird. 
E12,5-E15,5: Schwangerschaftstag. 
 


























































zögerter Abbau bei 
E13,5 (vordere) bzw. 
E15,5 (hintere). 
Ab E15,5 normale 
Ausprägung und 
Entfernung. 
Casp.-9-/- 7 von 100 Neu-
geborenen  
(7 %) 

































2  Ergebnisse 
 
 
2. 1  Interaktionsstudien mit dem Interaction Trap-System 
 
 
In diesem Abschnitt wird die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mit dem Inter-
action Trap-System beschrieben. Bei der Beurteilung, ob Interaktionen stattgefunden hatten, 
wurden die Hefekolonien, die „Köder“ und „Beute“ enthielten, auf Selektivmedien ausplattiert, 
die auf die Aktivität beider Reportergene selektionierten. Eine Beurteilung der Stärke von Inter-
aktionen im Interaction Trap-System ist über die quantitative Bestimmung der β-Galactosidase-
aktivität des LacZ-Reportergens möglich, wobei sich starke Protein-Protein-Interaktionen durch 
eine entsprechende Erhöhung der β-Galactosidaseaktivität feststellen lassen (Gyuris et al., Cell 
1993; Estojak et al., Mol. Cell.Biol.  1995). In der vorliegenden Arbeit wurde die Stärke von 
Interaktionen zwischen Proteinen anhand der Intensität der Blaufärbungen in den betreffenden 









Für die Suche nach Interaktionspartnern von Ac-P35 mit dem Interaction Trap-System (siehe 
Abschnitt 4. 2. 2. 1) wurde die kodierende Sequenz von Ac-P35 zunächst in die multiple 
Klonierungsstelle des Bait-Vektors pLexA202 subkloniert. Das auf diese Weise generierte Bait-
Fusionsplasmid pLexA/p35 wurde DNA-sequenziert (Abschnitt 4. 2. 1. 12) um sicherzustellen, 
dass der von LexA vorgegebene Leserahmen erhalten blieb. Die Sequenzierung ergab, dass sich 
die kodierende Sequenz von Ac-P35 In-Frame mit der LexA-Sequenz befand (Abb. 4). 
Anschließend wurde der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pJK103 mit dem Bait-
Fusionsplasmid pLexA/p35 transformiert, und Lysate dieser Transformanten wurden im Western 
Blot auf Anwesenheit des Fusionsproteins LexA/p35 geprüft. Die Western-Blot-Analyse ergab, 
dass das Bait-Fusionsprotein LexA-P35 in den mit dem Bait-Fusionsplasmid pLexA/p35 
transformierten Hefezellen exprimiert wurde (Abb. 5). Durch Selektion auf die LEU2- und 
LacZ-Reportergenaktivitäten wurde das Bait-Fusionsplasmid pLexA/p35 auf unspezifische, 
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transaktivierende Aktivität geprüft. Eine unspezifische, transaktivierende Aktivität wurde 
ausgeschlossen, da die mit pLexA/p35 transformierten Hefeklone nach Ausplattieren auf UHL-- 
und UHL--X-Gal-Medium sowie mehrtägiger Inkubation keine Kolonien bzw. Blaufärbungen 




Abb. 4: Leserahmen im Fusionsplasmid pLexA/p35. 
Dargestellt ist die Basenabfolge des kodierenden DNA-Stranges in der lexA-p35-Übergangsregion  
im Bait-Fusionsplasmid pLexA/p35. Der Leserahmen ist anhand der Basentripletts erkennbar. Die 
Gensequenzen von LexA und P35 sind durch Balken gekennzeichnet. Für die Sequenzierung wurde  











Abb. 5:  Expression des LexA/P35-Proteins in S. cerev. EGY 48/pJK103. 
Für die Western-Blot-Analyse wurden Zellen des Hefestammes  Saccharomyces  
cerevisiae EGY 48/pJK103 entweder mit dem Bait-Fusionsplasmid pLexA/p35  
(Spur 3) oder dem Vektor pLexA202 (Positiv-Kontrolle, Spur 2) transformiert.  
Lysate der transformierten Klone wurden mit einem Antikörper (Anti-LexA), der 
gegen die Bindungsdomäne des LexA-Proteins gerichtet war, untersucht. Als  
Negativ-Kontrolle wurde ein Lysat aus untransfizierten Hefezellen verwendet  




Nach der Prüfung auf unspezifische, transaktivierende Aktivität des Bait-Fusionsplasmids 
pLexA/p35 wurde S. cerevisiae EGY 48/pJK103/pLexA/p35 mit dem Vektor pYESTrp, der die 
Placenta- bzw. Jurkat-Genbibliothek enthielt, transformiert. Anschließend wurden die 
Transformanten auf LEU2- und LacZ-Reportergenaktivität selektioniert. In Abb. 6 sind am 
Beispiel eines Interaction Trap-Screens (Screen-Nr. 512,1) die auf UHWL--X-Gal-Medium 
übertragenen Kolonien zur Selektion auf LacZ-Reportergenaktivität dargestellt. In den blauen 
Hefekolonien sind beide Reportergene (LEU2 und LacZ) aktiviert, was auf eine Interaktion 
zwischen Ac-P35 und einem Protein aus der Genbank hindeutet. Eine Reihe von derart positiven 
5’  … GAC TGG CTG GAA TTC TCC GGA TCC TGT GTA ... 3’








kDa  1 2  3 
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Kolonien wurde durch Abimpfen auf eine frische Agarplatte isoliert, und die entsprechenden 
pYESTrp-Vektoren (einschließlich der darin enthaltenen Genbanksequenzen) wurden isoliert. 






Abb. 6: Interaction Trap-Screen (Screen-Nr. 512,1). Selektion auf LEU2- und LacZ-
Reportergenaktivität auf UHWL--X-Gal-Medium. 
S. cerevisiae EGY 48/pJK103/pLexA/p35 wurde mit der im Vektor pYESTrp befindlichen Jurkat-Gen-
bank transformiert. Die Transformanten wurden zunächst auf UHWL--Medium ausplattiert, um auf 
LEU2-Reportergenaktivität zu selektionieren (nicht gezeigt). Anschließend wurden einzelne Kolonien auf 
UHWL--X-Gal-Medium übertragen, um auf die LacZ-Reportergenaktivität zu prüfen. Weiße Kolonien 
stellen Hefeklone dar, in denen nur das LEU2-Reportergen aktiv ist, während blaue Kolonien Hefeklone 
darstellen, in denen sowohl das LEU2- als auch das LacZ-Gen aktiv ist. Zur besseren Übersicht wurden 
die einzelnen Klone durchnummeriert. 
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Es wurden mehrere Interaction Trap-Screens durchgeführt, wobei jeder Screen eine spezifische 
Bezeichnug (als Screen-Nr. Xyz) erhielt. Dabei gibt X die Anzahl der jeweiligen Tansfor-
mationen an, bei denen die Genbank in den Hefestamm eingeführt wurde, der das Bait-Plasmid 
enthielt (z. B. die insgesamt fünfte Genbank-Transformation bei Screen-Nr.512,1). Die Variable y 
bezeichnet die Nummer desjenigen Klons, der für die Genbank-Transformation ausgewählt 
wurde (bei Screen-Nr.512,1: Bait-Hefestamm Nr. 12, wobei die Nummerierung der Klone 
willkürlich erfolgte). Die dritte Variable z gibt die Anzahl der Reportergen-Screens an, die auf 
UHWL-- und UHWL--X-Gal-Medium durchgeführt wurden (bei Screen-Nr.512,1: der erste 
Reportergen-Screen auf UHWL-- und UHWL--X-Gal). Bei der Suche nach Interaktionspartnern 
von Ac-P35 wurden insgesamt 5 Genbank-Transformationen und 8 Reportergen-Screens 
durchgeführt (siehe Tabelle 2).  
  
Die Spezifität der Interaktionen in den blauen Kolonien wurde durch Rücktransformation der 
isolierten Interaktoren-DNA sowie des Fusionsplasmids pJG4-5/GABI  in Saccharomyces cerev. 
EGY48/pJK103/pLexA/p35 und Saccharomyces cerev. EGY 48/pJK103/Integrin β7 überprüft. 
Als ausschlaggebend für die Beurteilung von Interaktionen wurde die gleichzeitige Aktivierung 
beider Reportergene, LEU2 und LacZ nach Übertragung auf UHWL--X-Gal-Medium betrachtet. 
In Abb. 7 ist am Beispiel des Interaction Trap-Screens Nr. 512,1 die Spezifität der Interaktion von 
Ac-P35 mit Proteinen aus der Genbank anhand der LEU2- und der LacZ-Reportergenaktivitäten 
dargestellt (Agarplatte A). Diese Annahme einer spezifischen Interaktion wird durch den Befund 
unterstützt, dass zum einen LexA/P35 nicht mit dem Protein B42/GABI interagiert (in A, links 
oben), zum anderen die Interaktionspartner von Ac-P35, K64.4, K96.11, K194.11 und K95.1 
nicht mit dem Protein LexA/Integrin β7 interagieren (in B). Die beschriebene, spezifische 
Interaktion zwischen den Proteinen Integrin β7 und GABI (Rietzler et al., J Biol Chem 1998) ist 
anhand der Blaufärbung des betreffenden Hefeklons (in B, links oben) zu erkennen und diente in 
diesem Experiment als Positiv-Kontrolle für eine spezifische Interaktion. 
 
Die cDNA-Sequenzen der nach Rücktransformation ermittelten spezifischen Interaktionspartner 
von Ac-P35 wurden sequenziert und wie in Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 8 beschrieben, identi-
fiziert. Für den Interaction Trap-Screen Nr. 512,1 ergab die Gen-Datenbanksuche, das es sich bei 
der ermittelten DNA-Sequenz des Interaktor-Proteins K64.4 um die cDNA-Sequenz  für die 
korrespondierende mRNA-Sequenz der humanen RNA-Polymerase II-Untereinheit 11, hRPB11, 
handelte (NCBI, Accession No. L37127). In Abb. 8 ist die cDNA-Sequenz von K64.4, wie sie 




Abb. 7: Überprüfung der Spezifität der Interaktionen auf UHWL--X-Gal-Medium (Screen 512,1). 
 
Nach der Selektion auf LEU2- und LacZ-Reportergenaktivität in dem Screen 512,1 (vgl. Abb. 6) wurden 
aus einigen blauen Hefeklonen die Interaktor-DNA isoliert und diese in S. cerev. EGY 48/ pJK103/ 
pLexA/p35 (exprimiert das Fusionsprotein LexA/P35) zurücktransformiert (A). Zusätzlich wurden diese 
Interaktor-Plasmide in S. cerev. EGY 48/pJK103/Integrin β7 (exprimiert das Fusionsprotein LexA/In-
tegrin β7) transformiert (B). Im weiteren wurde das Fusionsplasmid pJG4-5/GABI ebenfalls in S. cerev. 
EGY 48/pJK103/pLexA/p35 (Negativ-Kontrolle, A) und S. cerev. EGY 48/pJK103/Integrin β7 (Positiv-
Kontrolle, B) transformiert.  
 
Wie anhand ihrer intensiven Blaufärbung auf dem Selektivmedium zu erkennen ist, interagieren die 
Proteine der aus den blauen Klonen Nr. 64, Nr. 96, Nr. 194 sowie Nr. 95 isolierten Interaktor-DNAs 
spezifisch und intensiv mit Ac-P35 (A), jedoch nicht mit dem Integrin β7-Protein (B). Umgekehrt 
interagiert das Protein GABI spezifisch mit dem Integrin β7-Protein (B, links oben), nicht aber mit dem 
Protein Ac-P35 (A, links oben). 
 
K200.5 wurde als zusätzliche Negativ-Kontrolle eingesetzt; seine cDNA-Sequenz wurde aus einem 
LEU2-positiven, jedoch LacZ-negativen Klon isoliert. 
Alle anderen aus dem Screen 512,1 gezogenen Interaktoren interagieren nicht spezifisch mit Ac-P35: die 
Hefekolonien zeigten keine Blaufärbung (A). 
 
K95.1 wurde als zusätzliche Positiv-Kontrolle eingesetzt; seine cDNA-Sequenz wurde aus einem LEU2- 
und LacZ-positiven Klon eines früheren Interaction Trap-Screens (Nr. 312,2) isoliert. Nachdem die 
spezifische Interaktion zwischen K95.1 und Ac-P35 bestätigt worden war, wurde dieses Paar in den 










5'-pYESTrp ─ GGA CGC GAC GGC GGC GGG ACG ATG AAC GCC CCT CCA GCC TTC GAG
46 TCG TTC TTG CTC TTC GAG GGC GAG AAG AAG ATC ACC ATT AAC AAG GAC ACC AAG
100 GTA CCC AAT GCC TGT TTA TTC ACC ATC AAC AAA GAA GAC CAC ACA CTG GGA AAC
154 ATC ATT AAA TCA CAA CTC CTA AAA GAC CCG CAA GTG CTA TTT GCT GGC TAC AAA
208 GTC CCC CAC CCC TTG GAG CAC AAG ATC ATC ATC CGA GTG CAG ACC ACG CCG GAC
262 TAC AGC CCC CAG GAA GCC TTT ACC AAC GCC ATC ACC GAC CTC ATC AGT GAG CTG
316 TCC CTG CTG GAG GAG CGC TTT CGG GTG GCC ATA AAA GAC AAG CAG GAA GGA ATT
370 GAG TAG GGG CCA GAG GGG GCT CTG CTC GGC CTG TGA GCC CCG TTC CTA CCT GTG
424 CCT GAC CCT CCG CTC CAG GTA CCA CAC CGA GGA GAG CGG CCG GTC CCA GCC ATG
478 GCC CGC CTT GTG GCCACC ─ pYESTrp-3'
 
Abb. 8: cDNA-Sequenz von K64.4. 
Die Interaktor-DNA aus Klon Nr. 64 wurde angereinigt und unter Verwendung des Primers YES-S 
sequenziert. Der Leserahmen ist anhand der Basentripletts erkennbar und wird von pYESTrp vorgegeben. 
Die gezeigte Sequenz enthält ein ATG-Start- sowie ein TAG-Stop-Codon (in Fettdruck). Die dazwischen 
liegende kodierende Region mit einer Länge von 351 Basenpaaren ist kursiv dargestellt. Die Gesamt-
länge der cDNA-Sequenz inklusive der 5'- und 3'-untranslatierten Regionen beträgt 495 Basenpaare. 
 
Die Identität der übrigen spezifischen Interaktionspartner des Screens 512,1,  K96.11 und 
K194.11, wurde mit Hilfe der PCR ermittelt. Dazu wurden die Klone Nr. 96 und Nr. 194 (vgl. 
Abb. 6) unter Verwendung der hRPB11-spezifischen Primer hRPB11-Slex und hRPB11-AS 
einer PCR unterworfen (Abschnitt 4. 2. 1. 6; als Template für die Reaktion  wurden mit Hilfe 
einer Mikropipettenspitze Hefezellen von den Kolonien abgetragen und direkt zu dem 
Reaktionsansatz gegeben). Aus den Klonen Nr. 96 und Nr. 194 konnten durch die PCR sowie 
nach Agarosegel-Elektrophorese und UV-Detektion je eine Bande von ca. 350 Basenpaaren 
Länge erhalten werden, was der kodierenden Region von hRPB11 entsprach und somit die 
Anwesenheit von hRPB11 in diesen LEU2- und LacZ-positiven Klonen bestätigte (nicht 
gezeigt). Zur Kontrolle wurden Hefeklone untersucht, die im Interaction Trap-Screen 512,1 keine 
Blaufärbung aufwiesen. Diese Klone lieferten mit den spezifischen Primern hRPB11-Slex und 
hRPB11-AS keine PCR-Banden (nicht gezeigt). Daraus konnte geschlossen werden, dass es sich 
auch bei K96.11 und K194.11 aus den Klonen Nr. 96 und Nr. 194 um die RNA-Polymerase II-
Untereinheit 11 des Menschen handelte. 
Die abgeleitete Proteinsequenz von hRPB11 ist in Abb. 9 wiedergegeben, die (berechnete) rel. 
Molekülmasse Mr beträgt 13 292.62 (Fanciulli et al., 1996). 
 
 
         1 MNAPPAFESF LLFEGEKKIT INKDTKVPNA CLFTINKEDH
       41 TLGNIIKSQL LKDPQVLFAG YKVPHPLEHK IIIRVQTTPD
       81 YSPQEAFTNA ITDLISELSL LEERFRVAIK DKQEGIE
 
Abb. 9:  Proteinsequenz von hRPB11. 
Gezeigt ist die Proteinsequenz der Polymerase II-Untereinheit 11 des Menschen, wie sie  




Von den acht durchgeführten Reporter-Screens wurden insgesamt 18 Interaktor-Proteine (aus 
einer Gesamtanzahl von 268 blauen Kolonien) auf ihre spezifische Interaktion mit Ac-P35 
geprüft3.  
 
Die Hälfte dieser rücktransformierten Interaktoren führte in dem Hefestamm S. cerev. EGY 
48/pJK103/ pLexA/p35 zur Aktivierung der LEU2- und LacZ-Reportergene.  
 
Von diesen spezifischen Interaktoren wurden sieben Plasmide sequenziert  (zwei spezifische 
Interaktoren, K96.11 und K194.11 aus Screen Nr. 512,1, wurden wie oben beschrieben mittels 
PCR untersucht). Alle sieben Interaktoren wurden nach der Gen-Datenbanksuche als hRPB11 
identifiziert (siehe Tab. 2).  
Es konnte kein zweiter Interaktionspartner von Ac-P35 gefunden werden, jedoch wurde bei allen 
durchgeführten Reporter-Screens und in allen spezifischen LacZ-positiven Klonen der Inter-
aktionspartner hRPB11 gefunden. Auch war die Anzahl an blauen Kolonien im allgemeinen 
relativ hoch, so dass man davon ausgehen kann, dass viele oder die meisten der in der Genbank 
vorhandenen Kopien von hRPB11 hier gefunden wurden. Zusammen mit der Beobachtung, dass 
diese Interaktion eine starke Blaufärbung (was als entsprechend starke Interaktion gedeutet 
wurde) der Hefeklone verursachte, lässt den Schluss zu, dass sie physiologisch bedeutsam sein 
könnte.  
 
In Experimenten mit gereinigten RNA-Polymerase II-Untereinheiten konnte beobachtet werden, 
dass ein Komplex, bestehend aus RPB11 und zwei weiteren Untereinheiten, in wässriger Lösung 
an doppelsträngige DNA binden konnte (Kimura et al., J Biol Chem 1997). Um auszuschließen, 
dass hRPB11 im Interaction Trap-System an die LexA-Operator-Sequenzen stromaufwärts der 
Reportergene LEU2 und LacZ gebunden und somit zusammen mit der Aktivierungs-Domäne 
B42 die Expression der Reportergene unspezifisch aktiviert hatte, wurde es in den Bait-Vektor 
pLexA202 In-Frame subkloniert und mit dem Prey-Fusionsplasmid pJG4-5/p35 in S. cerev. EGY 
48/pSH18-34 transformiert.  
 
                                                           
3 Die den 18 Interaktor-Proteinen entsprechenden Plasmide aus den blauen Kolonien wurden wie unter 
Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 7 beschrieben aufgrund der Verschiedenheit (in der Größe) ihrer PCR-
Produkte für die Isolation und Anreinigung ausgewählt. In ihnen waren verschieden lange cDNAs 
enthalten (im Größenbereich von ~350 bis ~1000 Bp), die in ihrer Gesamtheit die Heterogenität der 
potentiellen Interaktoren (bezüglich der cDNA-Längen) aus der Genbank repräsentierten. Es fiel auf, dass 
der gefundene Interaktionspartner hRBP11 in allen Screens ein PCR-Produkt von ~750 Bp lieferte. Bei 
den cDNAs der unspezifisch interagierenden Proteine handelte es sich, soweit festgestellt wurde, um 
Gensequenzen von ribosomalen Proteinen und um Sequenzen von EST-Klonen. 
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Das in diesem Hefestamm exprimierte Fusionsprotein LexA/ hRPB11 sollte ohne die 
Aktivierungsdomäne B42 nicht in der Lage sein, die Reportergene unspezifisch zu aktivieren, so 
dass eine Aktivierung der Reportergene nur aufgrund der Inter-aktion zwischen hRPB11 und Ac-
P35 erfolgen konnte. Nach Transformation der Hefezellen konnten sowohl Wachstum als auch 
Blaufärbung der Hefekolonien auf UHWL--X-Gal-Medium nur dann beobachtet werden, wenn 
sowohl LexA-hRPB11 als auch B42-P35 anwesend waren (Abb.10).  Zusammen mit den oben 
beschriebenen Kontrollen machen diese Befunde eine unspezifische Aktivierung der 
Reportergene LEU2 und LacZ durch LexA/hRPB11 sehr unwahrscheinlich.  
 
 
   
                                
Abb. 10: hRPB11 interagiert spezifisch mit Ac-P35. 
Die kodierenden Sequenzen von hRPB11 und Ac-P35 wurden In-Frame in die Vektoren  
pLexA202 und pJG4-5 subkloniert und in S. cerev. EGY 48/pSH18-34 ko-transformiert.  
Die Transformanten wurden anschließend zur Überprüfung der Reportergenaktivitäten auf  
UHWL--X-Gal-Medium abgeimpft. Gezeigt sind Wachstum und β-Galactosidaseaktivität  
eines solchen Hefeklons auf UHWL--X-Gal-Medium (links). Die intensive Blaufärbung deutet auf  
eine starke Interaktion hin. Als Negativ-Kontrolle (rechts) ist ein Klon gezeigt, in dem die  
Plasmide pYESTrp/hRPB11 und pLexA/C-p35 transformiert wurden und für die Proteine  
B42/hRPB11 und LexA/C-P35 kodieren. In diesem Klon findet keine Interaktion  
dieser Proteine statt. 
 
Um zu untersuchen, ob Ac-P35 über sein N- bzw. C-terminales Ende mit hRPB11 interagierte, 
wurden Deletionsmutanten, die nur die N- bzw. C-terminale Hälfte des Ac-P35-Proteins um-
fassten (N-P35 bzw. C-P35), als Fusionsproteine mit LexA oder B42 im Zuge eines Interaction 
Trap-Experiments in S. cerev. EGY 48/pSH18-34 exprimiert und auf ihre Fähigkeit hin unter-
sucht, mit dem hRPB11-Protein zu interagieren. Es konnte beobachtet werden, dass N-P35, nicht 
jedoch C-P35 mit hRPB11 interagierte (Abb. 11). Dies ließ vermuten, dass Ac-P35 über seinen 










Abb. 11: Die N-terminale Hälfte von Ac-P35 interagiert mit hRPB11. 
Die N-terminale (Aminosäure 1-147) bzw. C-terminale (Aminosäure 132-299) Hälften der kodierenden 
Sequenz von Ac-P35 wurden in die Interaction Trap-Vektoren pJG4-5 bzw. pLexA202 In-Frame sub-
kloniert und zusammen mit den Fusionsplasmiden pLexA/hRPB11 bzw. pYESTrp/hRPB11 in S. cerev. 
EGY 48/pSH18-34 transformiert. Die Transformanten wurden anschließend zur Überprüfung der 
Reportergenaktivitäten auf UHWL-- X-Gal-Medium abgeimpft. Gezeigt sind Wachstum und β-
Galactosidaseaktivität auf UHWL--X-Gal-Medium.   
 
A: C-P35 interagiert nicht mit hRPB11. Die Expression der Fusionsproteine LexA/C-P35 und    
B42/hRPB11 in S. cerev. EGY 48/pSH18-34 führt nicht zur Aktivierung der LEU2- und LacZ-
Reportergene; dies ist anhand des mangelnden Wachstums und des Fehlens von β-Galactosidase-
aktivität eines abgeimpften Klons auf UHWL--X-Gal-Medium zu erkennen. 
 
B: N-P35 interagiert mit hRPB11. Die Expression der Fusionsproteine LexA/hRPB11 und B42/N-P35 
in S. cerev. EGY 48/pSH18-34 führt zur Aktivierung der LEU2- und LacZ-Reportergene; dies ist 
anhand des Wachstums sowie der β-Galactosidaseaktivität auf UHWL--X-Gal-Medium eines ab-




2. 1. 2  Ac-P35 und hRPB11 bilden Homodimere 
 
Aufgrund der vermuteten Dimerisierung des postulierten zellulären P35-Proteins und die im 
Western-Blot auftretenden höher molekularen Ac-P35-Banden (siehe Problemstellung) wurde 
davon ausgegangen, dass Ac-P35 mit hoher Wahrscheinlichkeit mit sich selbst Dimere bilden 
kann. 
Die Fähigkeit von Ac-P35 zu dimerisieren wurde untersucht, indem die Fusionsplasmide 
pLexA/p35 und pJG4-5/p35, die für die Fusionsproteine LexA/P35 und B42/P35 kodierten, in  
S. cerev. EGY 48/pSH18-34 ko-transfiziert und der transformierte Hefestamm auf UHWL-- X-
Gal-Medium selektioniert wurde. Die transformierten Hefezellen zeigten sowohl ein Wachstum 
als auch β-Galactosidaseaktivität auf UHWL--X-Gal-Medium, was auf eine Interaktion zwischen 
jeweils zwei Ac-P35-Molekülen hindeutete (Abb. 12).  
Im Weiteren wurde untersucht, ob an dieser Interaktion der N- oder C-terminale Teil des 
Proteins beteiligt und hinreichend war. Dazu wurde S. cerev. EGY 48/pSH18-34 jeweils ko-
transfiziert mit den Fusionsplasmiden pLexA/N-p35 und pJG4-5/p35 oder pLexA/C-p35 und 
pJG4-5/p35. Diese Plasmide kodierten für die Fusionsproteine von N-P35 bzw. C-P35 mit LexA 
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sowie für das Fusionsprotein von Ac-P35 mit B42. Nach Selektion der transformierten Hefe-
zellen auf UHWL-- X-Gal-Medium konnte festgestellt werden, dass beide Deletionsmutanten 
von Ac-P35 mit dem Gesamtmolekül interagierten, die Interaktion zwischen C-P35 und Ac-P35 




                                   
 
Abb. 12: Ac-P35 bildet Homodimere. 
Gezeigt ist das Wachstum sowie die 
Blaufärbung eines auf UHWL- - X-Gal- 
Medium abgeimpften Klons, der mit 
pLexA/p35 und pJG4-5/p35 transfor-
miert wurde (A). Das Wachstum und die 
β-Galactosidaseaktivität dieses Klons ist 
ein Beweis für die im Zellkern statt-
findende Interaktion zwischen jeweils 
zwei P35-Molekülen. Die Intensität der 
Blaufärbung deutet auf eine starke 
Interaktion hin. 
  
 Als Negativ-Kontrolle ist ein Klon 
gezeigt, in dem die Plasmide pLexA/p35 
und pYESTrp/k15.7 transformiert 
wurden und für die Proteine LexA/P35 
und einem aus den  CARD-Screens  
(s. u.) gezogenen unspezifischen 
Interaktor kodieren (B).  
 Abb. 13: N- und C-P35 interagieren in unterschiedlicher 
Stärke mit Ac-P35. 
Gezeigt ist das Wachstum sowie die Blaufärbung eines auf 
UHWL-- X-Gal-Medium abgeimpften Klons, der mit pLexA/ 
N-p35 und pJG4-5/p35 transformiert wurde (A). Das Wachs-
tum und die β-Galactosidaseaktivität dieses Klons ist ein Hin-
weis auf die im Zellkern stattfindende Interaktion zwischen 
dem N-terminalen Anteil von Ac-P35 und dem vollständigen 
Molekül. Die Intensität der Blaufärbung deutet auf eine starke 
Interaktion hin. 
 
Das Wachstum und die β-Galactosidaseaktivität dieses mit 
pLexA/C-p35 und pJG4-5/p35 transformierten Klons auf 
UHWL-- X-Gal-Medium (B) ist ein Beweis für die Interaktion 
zwischen dem C-terminalen Anteil von Ac-P35 und dem 
vollständigen Molekül, jedoch scheint hier die Interaktion 
(verglichen mit derjenigen in A) aufgrund der geringeren 




Die Experimente mit dem P35-Protein wurden weitergeführt, in dem die Homodimerisierung des 
N-terminalen Teiles als auch die Heterodimerisierung zwischen dem N- und C-terminalen Teil 
des Moleküls untersucht wurden. Dabei zeigte sich, dass der N-Terminus von Ac-P35 nicht mit 
sich selbst interagiert, wohl aber mit dem C-terminalen Teil des Proteins, auch wenn diese 
Interaktion relativ schwach zu sein schien (Abb. 14). 









Abb. 14: N-P35 interagiert mit C-P35. 
 
A: Gezeigt ist ein auf UHWL-- X-Gal-Medium abgeimpfter Klon, der mit den  
 Fusionsplasmiden  pLexA/N-p35 und pJG4-5/N-p35, die für die Fusionsproteine  
 LexA/N-P35 und B42/N-P35 kodieren, transformiert wurde. Das mangelnde  
 Wachstum und die fehlende β-Galactosidaseaktivität dieses Klons zeigen, dass  
 N-P35 nicht homodimerisiert. 
 
B: Gezeigt ist das Wachstum sowie die Blaufärbung eines auf UHWL-- X-Gal-Medium  
 abgeimpften Klons, der mit pLexA/C-p35 und pJG4-5/N-p35, die für die Fusionspro- 
 teine LexA/C-P35 und B42/N-P35 kodieren, transformiert wurde. Das Wachstum und  
 die β-Galactosidaseaktivität dieses Klons ist ein Hinweis auf die im Zellkern statt- 
 findende Interaktion zwischen dem N- und C-terminalen Teil von Ac-P35. Die relativ  
 geringe Ausprägung der Blaufärbung sowie das relativ geringe Maß an Wachstum  
 deuten auf eine eher schwache Interaktion hin. 
 
 
Aus den gewonnenen Daten kann geschlossen werden, dass Ac-P35 im Interaction Trap-System 
homodomerisieren kann und dass die Interaktion zwischen jeweils zwei P35-Monomeren unter 
Beteiligung der N- und C-terminalen Hälften dieser Monomere erfolgt; wahrscheinlich kommt es 
dabei zu einer Bindung zwischen dem N-terminalen Ende des einen Moleküls und dem  
C-terminalen Ende des zweiten P35-Monomers. 
Weitere Interaction Trap-Experimente, die mit dem hRPB11-Protein durchgeführt wurden 
zeigten, dass hRPB11 mit sich selbst interagieren konnte (Abb. 15). 
 
 
    
 
Abb. 15: Homodimerisierung von hRPB11 
Das Wachstum und die β-Galactosidaseaktivität eines auf UHWL-- X-Gal-Medium  
abgeimpften Klons ist dargestellt (links). Dieser Klon wurde zuvor mit pLexA/hRPB11 und  
pYESTrp/RPB11, die für die Fusionsproteine LexA/hRPB11 und B42/RPB11 kodieren,  
transformiert. Das starke Wachstum und die β-Galactosidaseaktivität dieses Klons ist ein  
Hinweis für die im Zellkern stattfindende Interaktion zwischen jeweils zwei hRPB11- 
Molekülen. Die Intensität der Blaufärbung deutet auf eine starke Interaktion hin. Letztere  
ist spezifisch, da das hRPB11-Protein in der Negativ-Kontrolle (rechts; enthält die Plasmide  
pYESTrp/hRPB11 und pLexA/C-p35) nicht mit einem anderen Protein (dem C-Terminus  




2. 1. 3  Die CARD-Domäne von Apaf-1 interagiert mit einem Teil 
des humanen Proteins hVPS41 
 
Aus einem Vergleich der Phänotypen von Apaf-1-/-- und Caspase-9-/--Knockout-Mäusen konnte 
festgestellt werden, dass die Apaf-1-/--Knockout-Tiere insgesamt einen schwerwiegenderen 
Phänotyp aufwiesen. Dies bedeutet, dass Apaf-1 neben der Aktivierung von Caspase-9 
möglicherweise noch weitere Funktionen besitzt; es wurde angenommen, dass Apaf-1 auch mit 
weiteren zellulären Proteinen interagieren kann (siehe Problemstellung). 
 
Für die Suche nach Interaktionspartnern von Apaf-1 mit dem Interaction Trap-System wurden 
die Sequenzen der CARD- und WD-40 Domänen von Apaf-1 jeweils in die multiple Klo-
nierungsstelle des Bait-Vektors pLexA202 subkloniert. Dies geschah mit Hilfe von kon-
ventionellen Klonierungstechniken (siehe Abschnitt 4. 2. 1. 11), wobei die Sequenzen mittels 
PCR aus dem Plasmid pcDNA3/Apaf-1 herausamplifiziert und in pLexA202 ligiert wurden. Die 
auf diese Weise generierten Bait-Fusionsplasmide pLexA/CARD(Apaf-1) und pLexA/WD-
40(Apaf-1) wurden sequenziert um sicherzustellen, dass der von LexA vorgegebene Leserahmen 
erhalten blieb, und dass durch die PCR keine Mutation eingeführt worden war. Die 
Sequenzierungen ergaben, dass die kodierenden Sequenzen der beiden Apaf-1-Domänen korrekt 
kloniert worden waren, so dass nun für ein kontinuierliches Fusionsprotein kodiert wurde (nicht 
gezeigt). Anschließend wurde der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pSH18-34 je-
weils mit pLexA/CARD(Apaf-1) und pLexA/WD-40(Apaf-1) transformiert, und Lysate dieser 
Transformanten wurden im Western Blot auf Anwesenheit der entsprechenden Fusionsproteine 
geprüft (analog Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkte 2 und 3). Die Western-Blot-Analyse ergab, dass 
die Bait-Fusionsproteine LexA/CARD(Apaf-1) und LexA/WD-40(Apaf-1) in den transfor-
mierten Hefezellen exprimiert wurden (Abb. 16, nur für CARD-Domäne gezeigt). Durch 
Selektion auf  die LEU2- und LacZ-Reportergenaktivitäten wurden die Bait-Fusionsplasmide 
pLexA/CARD (Apaf-1) und pLexA/WD-40(Apaf-1) jeweils auf unspezifische, transaktivierende 
Aktivität geprüft (analog Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 4). Eine unspezifische, transaktivierende 
Aktivität beider Plasmide wurde nicht gemessen; die mit ihnen transformierten Hefeklone 
bildeten nach Ausplattieren auf UHL-- und UHL--X-Gal-Medium und mehrtägiger Inkubation 
keine Kolonien bzw. Blaufärbungen auf diesen Medien (nicht gezeigt). Die nach Transformation 
mit den Bait-Fusionsplasmiden pLexA/CARD(Apaf-1) und pLexA/WD-40(Apaf-1) erhaltenen 
Bait-Hefestämme S. cerevisiae EGY 48/pSH18-34/pLexA/CARD(Apaf-1) und S. cerevisiae 
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EGY 48/pSH18-34/pLexA/WD-40(Apaf-1) wurden anschließend mit dem Vektor pYESTrp, der 
die Placenta-Genbibliothek enthielt, wie unter Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 5, transformiert. 
Danach wurden die Transformanten wie unter Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 6 auf LEU2- und 
LacZ-Reportergenaktivität selektioniert. Es konnten auf UHWL--X-Gal-Medium insgesamt 46 
(CARD-Domäne) bzw. 40 (WD-40-Domäne) blaue Kolonien aus den durchgeführten Interaction 
Trap-Screens erhalten werden (siehe Tab. 2).  
 
 
          
 
 
Abb. 16:  Expression des LexA/CARD(Apaf-1)-Fusionsproteins in S. cerev. EGY 48/pSH18-34.  
Für die Western-Blot-Analyse wurden Zellen des Hefestammes  Saccharomyces cerevisiae EGY 
48/pSH18-34 jeweils mit dem Bait-Fusionsplasmid pLexA/CARD(Apaf-1) [Spur 3] sowie dem Vektor 
pLexA202 (Positiv-Kontrolle, Spur 2) transformiert. Lysate der transformierten Klone wurden mit einem 
Antikörper (Anti-LexA), der gegen die Bindungsdomäne des LexA-Proteins gerichtet war, untersucht. 
Als Negativ-Kontrolle wurde ein Lysat aus untransfizierten Hefezellen verwendet (Spur 1). Am linken 
Rand ist der Molekulargewichtsmarker eingezeichnet.  
 
 
Die Spezifität der Interaktionen in den blauen Kolonien wurde durch Rücktransformation der 
isolierten Interaktoren-DNA sowie des Fusionsplasmids pYESTrp/hRPB11 (k95.1) in S. cerev. 
EGY 48/pSH18-34/pLexA/CARD(Apaf-1) bzw. S. cerev. EGY 48/pSH18-34/pLexA/WD-40 
(Apaf-1) und  S. cerev. EGY 48/pJK103/pLexA/p35 überprüft. Ausschlaggebend für die 
Beurteilung von Interaktionen wurde die gleichzeitige Aktivierung beider Reportergene, LEU2 
und LacZ nach Abimpfen auf UHWL--X-Gal-Medium angesehen.  
In Abb. 17 ist am Beispiel der Interaction Trap-Screens CARD1 und CARD2 die Spezifität der 
Interaktion des Fusionsproteins LexA/CARD(Apaf-1) mit einem Protein aus der Genbank 
anhand der LEU2- und der LacZ-Reportergenaktivitäten dargestellt (in B, rechts oben). Die 
Spezifität dieser Interaktion wird durch folgende Befunde unterstützt: zum einen interagierte 
LexA/CARD(Apaf-1) in diesem Experiment nicht mit dem Fusionsprotein B42/hRPB11 (in B, 
links unten), zum anderen interagierte der Interaktionspartner des LexA/CARD(Apaf-1)-Pro-
teins, das Protein K9.5, nicht mit dem Protein LexA/P35 (in A, rechts oben). Die beschriebene 
spezifische Interaktion zwischen Ac-P35 und hRPB11 (s. o.) ist anhand der Blaufärbung des 
betreffenden Hefeklons (in A, links unten) zu erkennen und diente in diesem Experiment als 









Abb. 17: Überprüfung der Spezifität der Interaktionen auf UHWL--X-Gal-Medium (Screen 
CARD1/CARD2). 
 
Nach der Selektion auf LEU2- und LacZ-Reportergenaktivität in den Screens CARD1 und CARD2  
wurden aus einigen blauen Hefeklonen die Interaktor-DNA isoliert und diese in S. cerev. EGY 48/ 
pSH18-34/pLexA/CARD(Apaf-1) zurücktransformiert (B). Zusätzlich wurden diese Interaktor-Plasmide  
in  S. cerev. EGY 48/pJK103/pLexA/p35 transformiert (A). Im Weiteren wurde das Fusionsplasmid 
pYESTrp/hRPB11 (k95.1) ebenfalls in S. cerev. EGY 48/pSH18-34/pLexA/CARD(Apaf-1) [Negativ-
Kontrolle, B] und S. cerev. EGY 48/pJK103/pLexA/p35 (Positiv-Kontrolle, A) transformiert.  
 
Wie anhand der Blaufärbung des auf dem Selektivmedium gewachsenen Klons zu erkennen ist, inter-
agiert das Protein des aus dem blauen Klon Nr. 9 isolierten Interaktor-Plasmids k9.5 spezifisch mit der 
CARD-Domäne von Apaf-1 (in B, rechts oben), jedoch nicht mit dem Ac-P35-Protein des Hefestammes 
S. cerev. EGY 48/pJK103/pLexA/p35 (in A, rechts oben). Umgekehrt interagiert das hRPB11-Protein 
K95.1 spezifisch mit Ac-P35 (in A, links unten), nicht aber mit der CARD-Domäne von Apaf-1 (in B, 
links unten). 
Alle weiteren, aus den Screens CARD1 und CARD2 gezogenen Interaktoren interagieren nicht spezifisch 
mit der CARD-Domäne von Apaf-1, da die entsprechenden Hefekolonienzeigen keine oder vernach-
lässigbar geringe Blaufärbung aufweisen (in B).  
 
 
Aus der Plasmid-DNA des Interaktionspartners K9.54 wurde eine Midipräperation gemacht und 
aus dieser die DNA präzipitiert. Das DNA-Pellet wurde dann zusammen mit dem Sequenzier-
primer YES-S an die Firma MWG Biotech, Ebersberg zur Sequenzierung verschickt. Als 
Resultat der Sequenzierung wurde eine cDNA-Sequenz erhalten, die einen Bereich von 589 
Basenpaaren umfasste und bei der Gen-Datenbanksuche eine 100 % ige Übereinstimmung mit 
dem 3'-Ende der cDNA-Sequenz des humanen Proteins VPS41 (hVPS41) zeigte. 
                                                           
4 Das Interaktor-Plasmid k9.5 wurde wiederholt in den Bait-Hefestamm S. cerev. EGY 48/ pSH18-
34/pLexA/CARD(Apaf-1) zurücktransformiert. Nach Selektion auf UHWL--X-Gal-Medium stellte sich 
jedesmal eine tiefblaue Färbung des Klons ein, die in vielen Fällen noch stärker ausgeprägt war als in 
Abb. 17 dargestellt. 
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Die vollständige cDNA-Sequenz von hVPS41 ist unter der Zugangsnummer U87309 in der 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/ 
query. fcgi?db=Nucleotide)-Gendatenbank gespeichert und umfasst einen Bereich von 4919 
Basenpaaren. Ein Teil dieser Sequenz ist in Abb. 18 wiedergegeben, wobei der sequenzierte 
cDNA-Abschnitt von K9.5 kursiv und in Fettdruck dargestellt ist. Wie anhand der Abbildung 
abgeleitet werden kann, bleibt der durch das Start-ATG vorgegebene Leserahmen bis zum TAG-
Stop-Codon im Bait-Vektor pYESTrp erhalten. Dadurch ist gewährleistet, dass die Transkription 
der im Vektor pYESTrp befindlichen Teilsequenz im Interaction Trap-System zur Expression 
des richtigen Proteins hVPS41 (bzw. des entsprechenden Abschnitts) führt. Das Gen hvps41 
kodiert für ein 854 Aminosäuren langes Protein (NCBI, Accession No. U87309), der gefundene 




1 TTGCTGTCAG GTGACTCTCC CGTGGCGCCA TGGCGGAAGC AGTGGAGCAG GAAACTG...
2041 AGATGATTAT GGAGGAATTA CATGATGTTG ATAAAGCAAT CGAATTTGCC AAGGAGCAAG
2101 ATGATGGAGA GCTGTGGGAA GATTTGATTT TATATTCCAT TGACAAACCA CCATTTATTA
2161 CTGGCTTGTT AAACAACATT GGCACACATG TTGACCCAAT TCTACTGATT CACCGTATTA
2221 AGGAAGGAAT GGAGATCCCC AATTTGAGAG ATTCCTTGGT TAAAATTCTG CAAGACTACA
2281 ATTTGCAAAT TCTGCTTCGT GAAGGCTGCA AGAAGATTCT CGTAGCTGAC TCTTTGTCCT
2341 TACTGAAGAA AATGCACCGA ACTCAAATGA AAGGTGTTCT TGTTGATGAG GAGAACATCT
2401 GTGAGTCGTG CCTTTCCCCT ATTCTTCCAT CAGATGCAGC TAAGCCCTTC AGCGTGGTGG
2461 TCTTCCATTG CCGGCACATG TTCCACAAGG AGTGCCTGCC CATGCCCAGC ATGAACTCTG
2521 CTGCACAGTT CTGCAACATC TGCAGTGCTA AGAACCGTGG ACCAGGAAGT GCAATTTTGG
2581 AGATGAAAAA ATAGCTCATT TCTCCTTGTC AGTCTCCTTG TCACCACTCT TTTTGAGACT
 2641 GTTTTTGCAA CAACAAAAGC ATTTGTTGAC ACTCGTGCTG TTAAGAGATT TGTTTAT...
 
 
Abb. 18: cDNA-Teilsequenz von hVPS41. 
Gezeigt ist ein Teil der vollständigen Gensequenz von K9.5 (5'→ 3'-Strang), wie sie nach der 
Gendatenbanksuche (NCBI, BLAST-Search) ermittelt wurde. Es handelt sich um die Gensequenz des 
Proteins hVPS41. Die kodierende Region mit einer Länge von 2564 Basenpaaren befindet sich zwischen 
einem Start (ATG)- und Stop (TAG)-Coden (unterstrichen). Der in Fettdruck und kursiver Schreibweise 
hervorgehobene Abschnitt stellt die im Prey-Vektor pYESTrp enthaltene (und nach der Sequenzierung 
ermittelte) cDNA-Sequenz des Interaktors K9.5 dar. Das ATG-Start-Codon ist in dieser Sequenz nicht 
enthalten. Es befindet sich (bei Betrachtung der vollständigen cDNA-Sequenz) 2029 Basenpaare in 5'-








Aus den zwei durchgeführten Screens wurden insgesamt 7 Interaktor-Plasmide aus blauen 
Kolonien (Gesamtzahl blauer Kolonien: 46) isoliert und in den Bait-Hefestamm zurück-
transformiert. Eines der 7 Interaktor-Proteine führte im Bait-Hefestamm zu einer Blaufärbung 
des Klons Nr. 9 (s. o. und Übersicht in Tab. 2). 
 
Um zu überprüfen, ob die Interaktion von hVPS41 mit der CARD-Domäne von Apaf-1 
spezifisch für das Apaf-1-Protein war, wurde untersucht, ob hVPS41 mit den CARD-Domänen 
weiterer Proteine interagieren konnte. Hierzu wurden die CARD-Domänen von Caspase-2- und -
9 jeweils In-Frame in den „Bait“-Vektor  plexA202 subkloniert und zusammen mit dem „Prey“-
Plasmid pYESTrp/hVPS41 (das aus den CARD-Screens isolierte, spezifische Interaktor-Plasmid 
k9.5) in S. cerevisiae EGY 48 eingeführt. Nach dem Ausplattieren der transformierten Hefe-
zellen auf dem Selektivmedium UHWL--X-Gal und mehrtägiger Inkubation bei 30°C kam es 
nicht zur Ausbildung von Hefekolonien (nicht gezeigt). Dies ließ darauf schliessen, dass die 
Reportergene LEU2 und LacZ nicht aktiviert worden waren und dass es nicht zu Interaktionen 
zwischen hVPS41 und den CARD-Domänen von Caspase-2 und Caspase-9 gekommen war. 
Daraus kann geschlossen werden, dass hVPS41 mit hoher Wahrscheinlichkeit nur mit der 
CARD-Domäne von Apaf-1 interagiert, nicht jedoch mit den CARD-Domänen anderer Proteine 
wie beispielsweise Caspasen. 
 
Um Interaktionspartner der WD-40-Domäne von Apaf-1 zu finden, wurden ebenfalls zwei  
Interaction Trap-Screens, WD-401 und WD-402, durchgeführt. Aus diesen Screens wurden 
insgesamt fünf potentielle Interaktor-Plasmide isoliert und auf ihre spezifische Interaktion 
geprüft. Keines dieser rücktransformierten Interaktor-Plasmide führte in dem Hefestamm S. 
cerev. EGY 48/pSH18-34/pLexA/WD-40(Apaf-1) zur Aktivierung der LEU2- und LacZ-
Reportergene (nicht gezeigt). Somit konnte kein spezifischer Interaktionspartner der WD-40-









2. 1. 4  Übersicht der durchgeführten Ac-P35- und Apaf-1-
Interaction Trap-Screens 
 
In der folgenden Tabelle ist eine Übersicht aller Interaction-Trap-Screens gegeben, die 
durchgeführt wurden, um nach Interaktionspartnern von Ac-P35 und Apaf-1 zu suchen.  
 
 
Tab. 2: Übersicht der Ac-P35- und Apaf-1-Interaction Trap-Screens.  
Gezeigt ist eine Übersicht der durchgeführten Interaction Trap-Screens einschließlich der ermittelten 
Interaktionspartner bei der Suche nach Interaktionspartnern von Ac-P35 und Apaf-1. 
 
Bait-Plasmide in S. cerevisiae EGY 48 
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9  1      Keine Blaufärbung 
nach Rücktransformation




1 n. d.  
Durch BLAST-Search 
(nach Sequenzierung) 
oder PCR (ohne 
Sequenzierung) 














n. d. = nicht durchgeführt 
                                                           
5 Nach jeder Genbank-Transformation wurden alle transformierten Hefeklone vom Nährmedium gespült, 
gewaschen und in 1 ml-Aliquots eingefroren. Von diesen wurden dann bestimmte Mengen (z. B. 50 µl) 
entnommen und für die Reporter-Screens eingesetzt. Somit war es möglich, nach nur einer Genbank-
Transformation mehrere Reporter-Screens durchzuführen. 
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2. 2  Ko-Lokalisierung von Ac-P35 und hRPB11 in humanen 
Zellen 
 
Die festgestellte Interaktion zwischen Ac-P35 und hRPB11 im Interaction Trap-System (s. o.) 
warf die Frage auf, ob eine solche Interaktion auch in humanen Zellen stattfinden könnte. Ein zu 
klärender Punkt ergab sich aus der berichteten Tatsache, daß hRPB11 ein nukleäres Protein  ist, 
Ac-P35 jedoch zumindest überwiegend zytosolisch vorliegt, so dass es wichtig war zu unter-
suchen, ob Ac-P35 nach Transfektion in Zellen ebenfalls in die Zellkerne wanderte, wo es mit 
hRPB11 interagieren und die Transkription beeinflussen konnte. Die Interaktion ist hier nicht 
direkt nachprüfbar, jedoch bietet die experimentelle Bestimmung der Lokalisation von trans-
fiziertem Ac-P35- und hRPB11-Protein in Zellen die Möglichkeit, die Wahrscheinlichkeit einer 
intrazellulären Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen in ihrer nativen Form abzuschätzen. 
 
Um die intrazelluläre Lokalisation von Ac-P35 und hRPB11 in menschlichen Zellen zu 
bestimmen, wurden ihre Gensequenzen in Expressionsvektoren subkloniert und diese in HeLa-
Zellen ko-transfiziert. Anschließend wurden die transfizierten Zellen geerntet, fixiert und für die 
konfokale Mikroskopie vorbereitet (siehe Abschnitt 4. 2. 2. 2). Die Gensequenz von hRPB11 
war zuvor mit der DNA-Sequenz von GFP (Green Fluorescent Protein aus der Qualle Aequorea 
viktoria) fusioniert worden, so dass das hRPB11-Protein aufgrund einer grünen Fluoreszenz 
nachgewiesen werden konnte (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. Marc Vigneron, 
Louis Pasteur Universität, Illkirch, Frankreich). Die Lokalisation von Ac-P35 konnte (nach 
Inkubation mit einem anti-FLAG Antikörper [Sigma, Deisenhofen] sowie anschließend mit 
einem Antikörper, der mit einem fluoreszierenden Marker [Cy3™, Jackson Immunoresearch 
Laboratories, USA] gekoppelt war) anhand einer roten Fluoreszenz bestimmt werden. Mit dem 
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Zeiss, Jena) wurde die intrazelluläre Lokalisation von 
Ac-P35 und hRPB11 bestimmt. In Abb. 19 ist die intrazelluläre Lokalisation von Ac-P35 und 
hRPB11 in zwei HeLa-Zellen gezeigt. Es konnte festgestellt werden, dass Ac-P35 überwiegend 
im Zytosol, jedoch auch deutlich im Zellkern lokalisierte (Bild A), während hRPB11 gleich-
mäßiger zwischen beiden Kompartimenten verteilt war (Bild B). Wurden die Fluoreszenzen 
beider Proteine übereinandergelegt, so war die Ko-Lokalisation von Ac-P35 und hRPB11 





Abb. 19: Intrazelluläre Lokalisation von Ac-P35 und hRPB11. 
 
Gezeigt ist die intrazelluläre Lokalisation des Ac-P35- und hRPB11-Proteins in HeLa-Zellen.  
Die Zellen wurden mit den Expressionskonstrukten pEF/p35FLAG und pCMV/hRPB11-GFP ko-
transfiziert, die für Ac-P35FLAG und hRPB11-GFP kodierten. Zur Ermittlung der Ac-P35- und hRPB11-
Lokalisation wurden die Zellen nach Transfektion fixiert und durch konfokale Laser Scanning-Mikro-
skopie analysiert. Für die Bestimmung der Ac-P35-Lokalisation wurden die pEF/p35FLAG-trans-
fizierten Zellen nach dem Fixieren mit einem anti-FLAG Antikörper (Sigma), gefolgt von anti-Maus 
Immunglobulin-Cy3 (Jackson ImmunoResearch) inkubiert. 
 
In den Teilbildern A-D sind zwei Zellen gezeigt, die das Ac-P35- und hRPB11-Protein enthalten.   
Es handelt sich in allen vier Fällen um dieselben Zellen, wobei entweder die Cy3-Fluoreszenz- (A)  
oder die GFP-Fluoreszenz (B) dargestellt wurde. In D wurde das Fluoreszenzlicht von Cy3 und GFP 
gleichzeitig aufgenommen; die Überlagerung ist in gelb zu sehen. In Bild C sind die zwei Zellen im 
weißen Auflicht zu sehen. 
A: Das Ac-P35-Expressionsmuster (rot) weist auf eine zytosolische und nukleäre Lokalisation hin.  
B: hRPB11 (grün) zeigt ein zytosolisches und nukleäres Expressionsmuster. 
D: Durch Überlagerung der Cy3- und GFP-Fluoreszenzen entsteht ein gelbes Expressionsmuster, welches 
die Ko-Lokalisation von Ac-P35 und hRPB11 zeigt. 
Das beobachtete Expressionsmuster von Ac-P35 ist repräsentativ für etwa 20-30 % der untersuchten 











2. 3 Ac-P35 und hRPB11 haben einen Einfluss auf die Aktivität 
humaner Promotoren 
 
Nachdem die spezifische Interaktion zwischen Ac-P35 und hRPB11 gezeigt worden war, war 
das nächste Ziel, die physiologische Bedeutung dieser Interaktion zu analysieren. 
 
Die Interaktion von Ac-P35 mit einer RNA-Polymerase II-Untereinheit im Interaction Trap-
System (s. o.) ließ vermuten, dass Ac-P35 am Vorgang der Transkription beteiligt sein könnte.  
Mit Hilfe des Luciferase-Assays (siehe Abschnitt 4. 2. 2. 3) wurde die Fähigkeit von Ac-P35 und 
hRPB11 untersucht, die Aktivität verschiedener humaner Promotoren zu regulieren.   
 
Reporterkonstrukte wurden eingesetzt, die die Untersuchung der Aktivität verschiedener Pro-
motoren zulassen, und der Einfluß auf die transkriptionelle Aktivität wurde in den menschlichen 
Zelllinien LoVo, 293T und Jurkat untersucht. Exemplarisch sind hier die Ergebnisse der Unter-
suchungen an LoVo-Zellen gezeigt; die weiteren Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengefasst. 
Sowohl Ac-P35 als auch hRPB11 waren in der Lage, in LoVo-Zellen die Aktivität des humanen 
E-Cadherin-Promoters um das ca. zweifache zu erhöhen (Abb. 20, Diagramm A). Wurden die 
Expressionsvektoren pEF/p35 und pEF-SEM/ hRPB11, die für Ac-P35 und hRPB11 kodierten, 
zusammen mit dem E-Cadherin-Reporterkonstrukt E-Cad-Luc in LoVo-Zellen transfiziert, so 
erhöhte sich die Aktivität des E-Cadherin-Promoters bis um das Vierfache (nicht gezeigt). 
Untersuchungen mit einem β-Actin-Reporterkonstrukt zeigten, dass Ac-P35 die Aktivität des 
humanen β-Actin-Promoters in LoVo-Zellen ebenfalls steigern konnte (Abb. 20, Diagramm B).  
In den Zelllinien 293-T und Jurkat hingegen konnte die Aktivität des E-Cadherin- und des β-
Actin-Promotors sowie die Aktivität aller übrigen getesteten Promotoren nicht durch Ac-P35 


















Abb. 20: Ac-P35 und hRPB11 regulieren die Promotoraktivität in LoVo-Zellen. 
 
A: Ac-P35 und hRPB11 stimulieren die E-Cadherin-Promoteraktivität. 
Zellen der humanen karzinogenen Darmzelllinie LoVo wurden mit dem E-Cadherin-Reporterkonstrukt  
E-Cad-Luc sowie dem Expressionsvektor pEF/p35 (für Ac-P35 kodierend) oder pEF/p35FLAG (für das 
Fusionsprotein P35/FLAG kodierend) oder dem Expressionsvektor pEF-SEM/hRPB11 (für hRPB11 
kodierend) jeweils ko-transfiziert, und die Luciferaseaktivität der Zelllysate im Luminometer wurde als 
relative Lichteinheiten (RLU) gemessen. Um die Basalaktivität des E-Cadherin-Promoters zu messen, 
wurde das Reporterkonstrukt E-Cad-Luc alleine in die Zellen transfiziert und dessen Promoteraktivität 
bestimmt (linke Säule). 
 
B: Ac-P35 steigert die β-Actin-Promoteraktivität. 
Zellen der Zelllinie LoVo wurden mit dem β-Actin-Reporterkonstrukt β-Actin-Luc sowie dem 
Expressionsvektor pEF/p35 oder dem Expressionsvektor pEF/bcl-2 (für das humane Bcl-2-Protein 
kodierend) jeweils ko-transfiziert, und die Luciferaseaktivität der Zelllysate wurde wie in (A) gemessen. 
Um die Basalaktivität des β-Actin-Promoters zu messen, wurde das Reporterkonstrukt β-Actin-Luc  
alleine in die Zellen transfiziert und dessen Promoteraktivität bestimmt (linke Säule). 
In diesem Experiment wurde das Plasmid pEF/bcl-2, das für das Antiapoptoseprotein Bcl-2 kodierte 
eingesetzt, um auszuschließen, dass die promoteraktivierende Eigenschaft des Ac-P35-Proteins auf seine 
Eigenschaft als Apoptoseinhibitor beruhte. Wie in dem Diagramm zu sehen ist, führt die Expression des 

























































Alle Messwerte sind als Vielfaches des auf 1 normierten basalen E-Cadherin- bzw. β-Actin-Luciferase-
wertes angegeben. Pro Transfektion wurde die Promoteraktivität zweimal (in A) bzw. dreimal (in B) 
gemessen; Standardabweichungen wurden aus den jeweilig gemessenen Werten errechnet, die zuvor auf 
den Mittelwert der E-Cadherin Basalaktivität bezogen worden waren. 
 
Die Eigenschaft von Ac-P35 und hRPB11, den E-Cadherin-Promoter in LoVo-Zellen zu stimulieren, 
wurde in 7 (Ac-P35) und 3 (hRPB11) Experimenten gemessen. In allen Experimenten wurde die 
Promoteraktivität um das ca. Zweifache durch die beiden Proteine erhöht.  
 
Die Fähigkeit von Ac-P35, die β-Actin-Promoteraktivität in LoVo-Zellen zu erhöhen, wurde in beiden 
durchgeführten Experimenten beobachtet (um das ~Zweifache in dem einen Experiment [siehe Diagramm 
B], um das ~1,5fache im anderen (nicht gezeigt).  
In einem weiteren Experiment wurde beobachtet, dass hRPB11 die β-Actin-Promoteraktivität um das 
Zweifache in LoVo-Zellen erhöhen konnte (Ergebnisse hier nicht gezeigt). 
 
 
In Tabelle 3 ist eine Übersicht der durchgeführten Promotorstudien gegeben. Insgesamt wurde 
die Aktivität von 11 Promoterkonstrukten in Zellen der Zelllinien LoVo, 293-T und Jurkat 
untersucht. Eine Reihe von Vorexperimenten, in denen deutlich geringere Mengen an DNA zur 
Transfektion eingesetzt wurde und in denen kein Einfluss auf die Promotoraktivität gemesen 





2. 4  Homologien in der Primärsequenz von Ac-P35 und hRPB3 
 
 
Innerhalb des Proteinkomplexes der RNA-Polymerase II interagiert hRPB11 wahrscheinlich mit 
hRPB3; eine Interaktion zwischen hRPB11 und hRPB3 wurde mit verschiedenen Methoden 
nachgewiesen (gezeigt in Acker et al., J Biol Chem 1997, Fanciulli et al., FEBS Letters 1998). 
Die cDNA-Sequenz von hRPB3 besitzt eine kodierende Region von 827 Basenpaaren Länge 
(NCBI, Accession No. AJ224143 und AJ224144), die Molekülmasse des Proteins beträgt 33 
Kilodalton (Pati and Weissman, J Biol Chem 1990). Da also sowohl hRPB3 als auch Ac-P35 mit 
hRPB11 interagieren können, besteht die Möglichkeit, dass beide Proteine strukturelle Ähnlich-
keiten besitzen. Um zu bestimmen, ob Ac-P35 als Interaktionspartner von hRPB11 eine struktu-
relle Ähnlichkeit oder Homologie mit dem hRPB3-Protein besitzt, wurden die primären Amino-
säuresequenzen von Ac-P35 und hRPB3 miteinander verglichen. Gleichzeitig wurden die 
Aminosäuresequenz des Ac-P35-homologen Proteins aus dem Baculovirusstamm Bombyx mori 
NPV sowie weitere hRPB3-Homologe aus verschiedenen Organismen in die Untersuchung 
miteinbezogen. Die vergleichende Untersuchung der Aminosäuresequenzen wurde am Computer 
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mit Hilfe der Alignment-Programme Clustal und MACAW durchgeführt. Es zeigte sich, dass 
besonders in zwei Sequenzabschnitten deutliche Anhäufungen von identischen und ähnlichen 




Tab. 3: Übersicht der durchgeführten Promotorstudien. 
Gezeigt sind die verschiedenen Reporterkonstrukte, die in dieser Arbeit untersucht wurden. 
Es sind im weiteren die Anzahl der Experimente angegeben, in denen eine Regulierung (↑= 
Stimulierung) oder keine Regulierung (–) der Promotoraktivität (bei den jeweils angegebenen 
Mengen an transfiziertem Reporter- und Expressionsplasmid) erfolgte. Das Ausmaß der Stimu-
lierung eines Promotors durch Ac-P35 bzw. hRPB11 ist als Vielfaches des Basalwertes des 
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 n. g.   1 –   
 
–   
IL-8-Luc (0,5µg) pEF/p35 (9,5µg)  n. g.   2 –   
IL-2-Luc (0,5µg) pEF/p35 (9,5µg)  n. g.   1 –   
AP-1-Luc (0,5µg) pEF/p35 (9,5µg)  n. g.   2 –   
ELAM-Luc (0,5µg)  pEF/p35 (9,5µg)  n. g.   1 –   
IgH-Luc (0,5µg) pEF/p35 (9,5µg)  n. g.   1 –   
 
n. g. = nicht getestet 
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AcP35  1  M C V I F P V E I D V S Q T I I R D C Q V D K Q T R E L V Y I    31
BmP35  1  M C V I F P V E I D V S Q T V I R D C H V D E Q T R E L V Y I    31
SpRPB3            1 M D - S E T H I T I R N I S K N S V D F V L T    22
ScRPB3            1 M S E E G P Q V K I R E A S K D N V D F I L S    23
CeRPB3       1 M P Y A N Q P N I E V T E L T N D I I K - - - - - F V L W    24
hRPB3       1 M P Y A N Q P N V R I T E L T D E N V K - - - - - F I I E    24
                  
AcP35 32  N K I M N T Q L T - K P V L M M F N I S G P I R S V T R K N N 61
BmP35 32  N K I M N T Q L T - K P V L M M F N I S G P I R S V T R K N N 61
SpRPB3 23  N T S L A V A N S L R R V V L A E I P T V A I D L V E I N V N 53
ScRPB3 24  N V D L A M A N S L R R V M I A E I P T L A I D S V E V E T N 54
CeRPB3 25  D T D L S V A N S L R R V F M A E V P T I A I D W V Q I E T N 55
hRPB3 25  N T D L A V A N S I R R V F I A E V P I I A I D W V Q I D A N 55
                 
AcP35 62  N L R D R I K S K V D E Q F D Q L E R D Y S D Q M D G F H D S    92
BmP35 62  D L R D R I K S K V D E Q F D Q L E R E Y S D K I D G F H D N    92
SpRPB3 54  T S V M P D E F - L A H R L G M I P L D S S N I D E P P P V G    83
ScRPB3 55  T T V L A D E F - I A H R L G L I P L Q S M D I E Q L 80    
CeRPB3 56  T S V L H D E F - I A H R M G L I P F I S D Y H V E K 81    
hRPB3 56  S S V L H D E F - I A H R L G L I P L I S D D I V D K 81    
 
AcP35 93  I K Y F K D E H Y S V S C 105
BmP35 93  I Q Y F K D E H Y S V S C 105
SpRPB3 84  L E Y T R N C D C D Q Y C 96
ScRPB3   81 E Y S R D C F C E D H C 92
CeRPB3 82  M Q Y T R D C E C A E F C 94
hRPB3 82  L Q Y S R D C T C E E F C 94
       
                
AcP35 153  C V L K P G F E N G S N Q - - - - - V L S F E Y N T I G N K V 178
BmP35 153  C V L K P G F E N G S N Q - - - - - V L S F E Y L P I G N K V 178
CeRPB3 169  A Y V K K G F G K E H A K W N P T C G V A F E Y D P D N A L R 199
hRPB3 163  A Y A K K G F G K E H A K W N P T A G H C F E Y D P D N S N R 193
DmRPB3 164  A Y A K K G F G K E H A K W N P T A G V A F E Y D P D N A L R 194
ScRPB3 157  C V A K K G T A K E H A K G G P A A A I E F E Y D P W N K L K 187
SpRPB3 158  C I A K K G I A K E H A K W S P T S A V A F E Y D P W N K L Q 188
                  
AcP35 179  I V P F A H E I N D T G L Y E Y D V V A Y V D S V Q F D G E Q 209
BmP35 179  I V P F A H E I N D T G L Y E Y D V L A Y V D S V E F D G K Q 209
CeRPB3 200  H T I Y P N V E - - - - E W P R S D H S S L P E D S T E K E A 226
hRPB3 194  H T L Y P K P D - - - - E W P K S E H T E L E D D Q Y E A P Y 220
DmRPB3 195  T T V Y P K P E - - - - E W P K S E Y S E L D E D E S Q A P Y 221
ScRPB3 188  H T D Y W - - - - - - - - Y E Q D S A K E W P Q S K - - N C E 208
SpRPB3 189  H T D Y W - - - - - - - - F E N D A D A E W P K S K - - N A D 209
 
AcP35 210  F E E 212
BmP35 210  F E E 212
CeRPB3 227  P F E 229
hRPB3 221  N W E 223
DmRPB3 222  D P N 224
ScRPB3 209  Y E D 211
SpRPB3 210  W E E 212
 
Abb. 21: Vergleich der Aminosäuresequenzen von P35 und RPB3 aus verschiedenen Organismen. 
Identische Aminosäuren sind schwarz, ähnliche Aminosäuren grau hervorgehoben. Die Sequenzen werden zum Teil 
von Lücken unterbrochen, die bei der Optimierung des Vergleichs eingeführt wurden. Die Nummerierungen 
beginnen an den jeweiligen  N-Termini der Proteine. Jede Aminosäure
ist anhand ihres Einbuchstaben-Codes dargestellt. Als ähnlich werden hier Aminosäuren bezeichnet, die aufgrund 
der chemischen Beschaffenheit ihrer Seitenketten einer der folgenden Gruppen zugeordnet werden können: 
aliphatische (V, L, I, M), aromatische (F, Y), saure (D, E) und basische (R, K, H) Aminosäuren. Glycin (G) und 
Alanine (A) bilden aufgrund ihrer Größe eine eigene Gruppe. Serin (S) und Threonine (T) werden aufgrund ihrer 
Hydroxylgruppen, Asparagine (N) und Glutamine (Q) wegen ihrer Säureamidfunktion zu jeweils einer Gruppe 
zusammengefasst. 
Ac = Autographa californica NPV, Bm = Bombyx mori NPV,  
Ce = Caenorhabditis elegans, Dm = Drosophila melanogaster,  
h = Homo sapiens, Sc = Saccharomyces cerevisiae,  
Sp = Schizosaccharomyces pombe 
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3  Diskussion 
 
 
3.1  Übersicht 
 
Der Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Suche nach Interaktionspartnern des Proteins P35 
aus Autographa californica (Ac-P35) sowie in der Charakterisierung solcher Interaktionspartner. 
Diese Aufgabenstellung ergab sich aus Experimenten, dessen Auswertung deutliche Hinweise 
auf die Existenz eines zellulären Homologs von Ac-P35, das mit viralem P35 interagiert, auf-
zeigten.  
Das Ziel war es, das vermutete zelluläre P35-Homolog zu klonieren und funktionell und struk-
turell zu charakterisieren. Fernerhin wurde die Fähigkeit von Ac-P35 überprüft, Homodimere zu 
bilden. 
Da virale Proteine in vielen Fällen mit mehreren zellulären Proteinen interagieren können  
(s. o.), war es zudem von großem Interesse, neben dem vermuteten zellulären Homolog weitere 
Interaktionspartner von Ac-P35 zu identifizieren und diese mittels geeigneter Experimente zu 
charakterisieren.  
 
Zunächst konnte festgestellt werden, dass Ac-P35 im Interaction Trap-System homodimerisierte. 
Diese Eigenschaft von Ac-P35 Homodimere zu bilden steht in engem Zusammenhang mit kürz-
lich publizierten Daten und mit Beobachtungen, die in den vorbereitenden Untersuchungen 
gemacht wurden. 
 
Das Ziel, ein zelluläres Homolog von Ac-P35 zu finden und zu charakterisieren, konnte nicht 
erreicht werden. Statt dessen deuten die Versuchsergebnisse daraufhin, dass Ac-P35 an Trans-
kriptionsvorgängen in infizierten Zellen beteiligt sein könnte. Diese bislang unbekannte Eigen-
schaft des viralen P35-Proteins könnte für das Auftreten von bestimmten Phänomenen verant-
wortlich sein, die an Ac-P35-exprimierenden Zellen bereits früher beobachtet worden sind. 
 
Der zweite Teil der Aufgabenstellung umfasste die Suche und Charakterisierung von Inter-
aktionspartnern des Caspasenadaptormoleküls Apaf-1. Der gefundene Interaktionspartner wurde 
als das humane Homolog eines Proteins, das am intrazellulären Proteintransport in Saccharo-
myces cerevisiae beteiligt ist, identifiziert. Die physiologische Relevanz einer solchen 
Interaktion wird hier diskutiert. 
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Zur Identifizierung von Interaktionspartnern des Ac-P35- und des Apaf-1-Proteins und zur 
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen wurde das Yeast Two-Hybrid-System in der 
Variante des sog. Interaction Trap eingesetzt (siehe Material und Methoden, Abschnitt  
4. 2. 2. 1. 1).  
 
Yeast Two-Hybrid-Systeme sind sehr wirkungsvolle Instrumente, um in vivo Proteine aufgrund 
ihrer Interaktion mit einem bekannten Protein zu identifizieren und um die Interaktion zwischen 
einem Proteinpaar näher zu charakterisieren (Golemis et al., Curr. iss. Mol. Biol. 1999, Young, 
Biol Reprod 1998; Luban and Goff, Curr Opin Biotechn 1995). Beispielsweise konnten mehrere 
intrazelluläre Interaktionspartner des antiapoptotischen Adenovirusproteins E1B 19K gefunden  
(Farrow et al., Nature 1995) und die Oligomerisierung des TNF Rezeptors 1 sowie seine Inter-
aktion mit dem Adaptormolekül TRADD entdeckt werden (Song et al., J Biol Chem 1994; Hsu 
et al., Cell 1995). Mit der Two-Hybrid-Methode gelang es im Weiteren, Homodimerisierungen 
viraler Proteine zu untersuchen (Kalpana and Goff,  Proc Natl Acad Sci USA 1993) und Domä-
nen zu identifizieren, die an der Oligomerisierung von Proteinen wie z. B. des Tumorsupressor-




3. 2  Dimerisierung des P35-Proteins  
 
 
3. 2. 1  Homodimerisierung von Ac-P35 
 
Aufgrund der vermuteten Dimerisierung des postulierten zellulären P35-Proteins und die im 
Western-Blot auftretenden höhermolekularen Ac-P35-Banden nach Überexpression von Ac-P35 
in menschlichen Zellen (siehe Problemstellung) wurde davon ausgegangen, dass Ac-P35 mit 
hoher Wahrscheinlichkeit mit sich selbst Dimere bilden kann. 
 
Um die Bildung von Homodimeren bei Ac-P35 zu untersuchen und zu charakterisieren, wurden 
LexA-bzw. B42-Fusionsplasmide generiert, die Ac-P35 als vollständiges Protein oder als N- und 
C-terminale Deletionsmutante  enthielten. Die Plasmide wurden paarweise und in unterschied-
lichen Kombinationen in Hefezellen eingeführt und durch Selektion auf Selektivmedien wurde 
überprüft, ob die exprimierten Fusionsproteine in den Hefezellkernen miteinander interagierten. 
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Mit Hilfe des Interaction Trap-Systems konnte gezeigt werden, dass das vollständige Ac-P35-
Protein Homodimere bilden kann (siehe Ergebnisse, Abb. 12).  
In einem von mehreren Experimenten, die im Rahmen der Vorarbeiten durchgeführt worden 
sind, wurden Vertebratenzellen mit einem Ac-P35 Expressionsplasmid transfiziert. Im Western-
Blot, das mit den Lysaten dieser Zellen durchgeführt wurde, traten höher molekulare, Ac-P35-
spezifische Spezies auf (siehe Problemstellung, Abb. 3), die nun vor dem Hintergrund der 
beobachteten Homodimerisierung von Ac-P35 im Interaction Trap-System wahrscheinlich als 
Folge der Dimerisierung von je zwei Ac-P35-Molekülen aufzufassen sind. 
 
Hinweise auf die Fähigkeit von Ac-P35 zu homodimerisieren finden sich des Weiteren in einer 
kürzlich veröffentlichten Arbeit: Fisher et al. berichten über Kristallstrukturanalysen an gerei-
nigtem Ac-P35-Protein. Anhand ihrer Daten vermuten sie, dass Ac-P35 in Lösung Homodimere 
bildet (Fisher et al., EMBO 1999). Hinweise auf  eine Homodimerisierung von Ac-P35 finden 
sich auch in den Arbeiten von Zoog et al, wo mittels des Yeast Two-Hybrid-Systems die Inter-
aktion von zwei vollständigen Ac-P35-Monomeren (Aminosäuren 1- 299) nachgewiesen werden 
konnte. Ausgehend von Zelllysaten, die aus Insektenzellen gewonnen wurden, welche zuvor mit 
rekombinanten Baculoviren infiziert worden waren und das Ac-P35-Protein synthetisierten, 
wurden außerdem Ni2+-Aufreinigungs- und Cross-Linking-Experimente durchgeführt. Im 
Anschluss an diese Experimente wurden Immuno-Blot-Analysen durchgeführt und es konnten 
Ac-P35-spezifische Banden nachgewiesen werden, die auf eine Di- und Multimerisierung von 
Ac-P35 in vivo hindeuteten. Nach Auffassung der Autoren erfolgte die Bildung dieser Komplexe 
unter Beteiligung von hydrophoben Wechselwirkungen (Zoog et al., Journal of Biological 
Chemistry 1999).  
 
Es stellt sich die Frage nach der biologischen Relevanz einer Di- oder Oligomerisierung von Ac-
P35. Zoog et al. (s. o.) gehen davon aus, dass eine in vivo-Oligomerisation zu einer Erhöhung 
der örtlichen Konzentrationen an Ac-P35-Protein und somit zu einer Beschleunigung der Inhi-
bierung von Caspasen an den beiden aktiven Zentren führen könnte (mittels 
Kristallstrukturanalysen konnte ermittelt werden, dass aktive Caspase -1 und Caspase-3 
Tetramere bilden, die aus zwei Heterodimeren (zwei unterschiedlich langen Untereinheiten 
[p17/p12-Heterodimer in Caspase-3, p20/p10-Heterodimer in Caspase-1]) bestehen [Mittl et al., 
J. Biol. Chem. 1997; Walker et al., Cell 1994]; durch diese Anordnung entstehen jeweils zwei 
katalytische Zentren pro Caspase). Die Autoren (Zoog et al.) vermuten weiterhin, dass ein Ac-
P35-Dimer mit den aktiven Zentren zweier Caspasen gleichzeitig in vivo interagieren kann, was 
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auf eine Rolle des Ac-P35-Proteins als multivalenten Proteaseinhibitor hindeutet. Die 
Hypothese, dass eine gleichzeitige Inhibitierbarkeit beider aktiver Zentren von Caspasen durch 
Ac-P35 möglich ist, wird von Zhou et al anhand von Experimenten mit gereinigten Caspase-3 
und Ac-P35-Proteinen stark unterstützt (Zhou et al., Biochemistry 1998).  
Im Gegensatz zu den Autoren Zoog et al. (s. o.) wird in der vorliegenden Arbeit nicht davon 
ausgegangen, dass eine Di- oder Oligomerisierung von Ac-P35 zu einer Beschleunigung der 
Inhibierung von Caspasen führen würde; es ist nicht ohne weiteres einzusehen, welchen funk-
tionellen Unterschied ein P35-Dimer oder -Oligomer gegenüber zwei oder mehreren einzelnen, 
benachbarten P35-Molekülen hinsichtlich der Effektivität der Inhibierung von Caspasen besäße. 
In der vorliegenden Arbeit wird jedoch auch davon ausgegangen, dass die Dimerisierung von 
Ac-P35 eine physiologische Bedeutung hinsichtlich der Interaktion dieses Proteins mit zellulären 
Proteinen besitzt; vielleicht ist eine Dimerisierung des Ac-P35-Proteins sogar für die Interaktion 
mit zellulären Proteinen wie Caspasen oder hRPB11 notwendig. 
 
Um sichere Aussagen machen zu können, inwieweit eine P35-Dimerisierung gegenüber mono-
merem P35-Protein einen Einfluss auf die Inhibition von Caspasen ausübt, müssten geeignete 
Experimente entworfen werden. Beispielsweise könnte man Experimente mit gereinigtem Ac-
P35-Protein (die Dimerisierung des P35-Proteins könnte mittels Immuno-Blot-Verfahren über-
prüft werden) sowie mit P35-Mutanten, die eine Dimerisierung des Proteins nicht zulassen, 
durchführen: jeweils definierte Konzentrationen an P35-Protein würden in Zellen exprimiert und 
mit definierten Mengen gereinigter Caspase inkubiert werden. Durch Messung der Aktivität 
eines spezifischen Caspasensubstrates würde sich anschließend die jeweilige Caspasenaktivität 
messen lassen und somit könnten Aussagen über das Maß der Inhibition gemacht werden. An 
dieser Stelle sind publizierte Daten von Zoog et al (s. o.) zu nennen, die einen Zusammenhang 
zwischen der Fähigkeit des Ac-P35-Proteins sowohl zur Dimerisierung als auch zur Caspasen-
inhibition erkennen lassen: in-vitro-Assays mit zwei Ac-P35-Mutanten zeigten, dass diese 
Mutanten zwar effiziente Substrate der Caspase-3- darstellten, jedoch nicht in der Lage waren, 
Caspase-3 zu inhibieren. Im Yeast Two-Hybrid-System konnte dann festgestellt werden, dass 
diese Mutanten auch nicht in der Lage waren zu dimerisieren. Weiterhin waren diese und weitere 
Mutanten, die im Two-Hybrid-System nicht dimerisieren konnten, nicht fähig, Apoptose zu inhi-
bieren (Zoog et al., J Biol Chem 1999). Diese Daten lassen zunächst vermuten, dass eine Dimeri-
sierung von Ac-P35 für die Caspasen- und Apoptoseinhibition (durch Ac-P35) von Bedeutung 
ist. Um jedoch gesicherte Aussagen über die inhibitorischen Eigenschaften von monomerem und 
di-oder oligomerem P35-Protein machen zu können, müssen mehrere Studien ähnlicher Art 
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durchgeführt werden; es ist unbedingt notwendig festzustellen, welche Mutationen eingeführt 
werden müssen, damit das Ac-P35-Monomer in seiner nativen Konformation vorliegt (wäre dies 
nicht der Fall, könnte z. B. das Unvermögen, Caspasen zu inhibieren, nicht auf eine intrinsische 
Eigenschaft des P35-Proteins zurückzuführen sein, sondern lediglich auf die durch die ein-
geführte Mutation veränderte Konformation des P35 Moleküls). 
 
Im Augenblick ist es mit den Daten, die in dieser Arbeit und den dazugehörigen Vorarbeiten 
generiert wurden, nicht möglich, eindeutig zu entscheiden, ob Ac-P35 dimerisiert oder einen 
Komplex aus mehreren Molekülen bildet. Die höher molekularen Banden, die in den Immuno-
Blots aus mehreren Ac-p35- Transfektionsexperimenten erhalten wurden (siehe Abb. 3), lassen 
aufgrund ihrer Größe (ca. 70 kDa) zunächst nur eine Dimerisierung erwarten (allerdings muss 
hierbei berücksichtigt werden, dass auch eine tetramere Anordnung von P35-Molekülen denkbar 
ist und dass die im Western-Blot auftretenden 70 kDa-Banden auf einen Abbau dieser Tetramere 
durch die SDS- und Hitzebehandlung der Zelllysate zurückzuführen sein könnte). Im Interaction 
Trap-System ist eine Interaktion zwischen zwei Molekülen, die jeweils mit einer DNA-
Bindungsdomäne oder einer Aktivierungsdomäne fusioniert sind, notwendig für ein positives 
Ergebnis, jedoch ist auch vorstellbar, dass multimere Proteinkomplexe zu einer Aktivierung der 
Reportergene führen können, sofern die an die jeweiligen Einzelmoleküle fusionierten 




3. 2. 2  Zelluläres P35-Protein: Homodimerisierung und Interaktion 
mit Ac-P35? 
 
In Experimenten, die im Rahmen der Vorarbeiten durchgeführt worden sind, konnte gezeigt 
werden, dass das postulierte zelluläre P35-Homolog während der Apoptose zum einen aus den 
Mitochondrien in das Zytosol freigesetzt wurde, zum anderen höher molekulare Komplexe 
bildete, die mit einem anti-Ac-P35-Antiserum detektiert werden konnten (nicht gezeigt). Diese 
Beobachtungen wurden an Vertebratenzellen gemacht, in denen zuvor Apoptose induziert 
wurde. Ob diese Komplexe, die im Western-Blot der betreffenden Vertebratenzelllysaten als 
etwa 70 kDa-große Banden auftraten, auf einer Homodimerisierung des zellulären p35-
Homologs zurückzuführen waren oder vielmehr auf einer Interaktion dieses Homologs mit 
anderen zellu-lären Molekülen basierten, konnte zum Zeitpunkt der Untersuchungen nicht 
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eindeutig geklärt werden. Eine Homodimerisierung des postulierten zellulären P35-Homologs 
erscheint nun vor dem Hintergrund der hier gezeigten Homodimerisierung von Ac-P35 als 
wahrscheinlich. Weiterhin kann angenommen werden, dass das zelluläre P35-Homolog mit Ac-
P35 hetero-dimerisieren bzw. oligodimerisieren kann. Unterstützt wird letztere Hypothese auch 
durch den Befund, dass der N-Terminus von Ac-P35 nach Transfektion in Vertebratenzellen zum 
einen in den Mitochondrien lokalisiert war, also dort, wo auch das zelluläre P35-Protein 
lokalisiert ist.    
 
Über die biologische Bedeutung des zellulären P35-Proteins kann im Augenblick nur spekuliert 
werden. Offensichtlich gehen mit diesem Protein während der Apoptose bestimmte Verän-
derungen vor, wobei die dimere Form möglicherweise bevorzugt wird: in den Vorarbeiten 
konnte gezeigt werden, dass nach Apoptoseinduktion durch Serumentzug in COS7-Zellen die für 
das zelluläre P35-Homolog typische Bande bei etwa 37 kDa im Western-Blot verschwand, 
dagegen Banden im Bereich von 70 kDa auftraten (nicht gezeigt). Vielleicht erfüllt zelluläres 
P35 eine Funktion während der Apoptose, wobei es in dimerer oder oligomerer Form als Cas-
pasensubstrat dient. Die Spezialisierung von viralem P35 auf die Inhibition von Caspasen könnte 
im Zuge der Adaptation eine evolutionäre Veränderung dieser ursprünglichen Funktion dar-
stellen. Einer von mehreren möglichen Mechanismen der Caspaseninhibition (siehe Abschnitt 1. 
2. 6. 1 für eine ausführlichere Diskussion der Caspaseninhibition durch Ac-P35) durch Ac-P35 
könnte z. B. der eines kompetitiven Caspaseninhibitors sein, wobei viral exprimiertes P35-Pro-
tein erfolgreich gegen zelluläres P35 um die Bindungsstellen der Proteasen konkurriert. 
Andererseits ist es denkbar, dass es noch weitere Funktionen von Ac-P35 innerhalb seiner Rolle 
als Apoptoseinhibitor gibt, von denen eines die spezifische Interaktion mit seinem zellulären 
Homolog während der Apoptose ist. Dadurch würden die örtlichen Konzentrationen des 
zellulären Homologs soweit verringert sein, dass dieses nicht mehr an Caspasen oder andere 
wichtige zelluläre Komponenten binden könnte. Weiterhin ist es möglich, dass eine Hetero-
dimerisierung von viralem und zellulärem P35-Protein die native Konformation des zellulären 
dimeren Homologs so weit verändert, dass es nicht mehr als Substrat oder Bindungspartner 
erkannt werden kann.  
Hier stellt sich die Frage, weshalb im Interaction Trap-System das vermutete zelluläre P35-
Homolog nicht als Bindungspartner von Ac-P35 nachgewiesen werden konnte (siehe Punkt 3. 3 
der Diskussion). Dazu muss gesagt werden, dass im Interaction Trap-System Ac-P35 als 
Fusionprotein mit LexA, die potentiellen Bindungspartner als Fusionsprodukt mit der 
Aktivierungsdomäne B42 vorliegen (siehe Material und Methoden, Abschnitt 4. 2. 2. 1). Nun ist 
3 Diskussion 65
es möglich, dass das Protein LexA bzw. das Peptid B42 die Konformation der an ihnen fu-
sionierten Proteine derart beinflussen können, dass eine Interaktion dieser Proteine aus sterischen 
Gründen nicht mehr möglich ist. Außerdem ist es möglich, dass bestimmte Aminosäuren, die für 
Interaktionen benötigt werden, durch die Fusion des Proteins mit LexA oder B42 blockiert sind  
(Estojak et al., Mol. cell. Biol. 1995). Möglicherweise war das durch die verwendeten Genbiblio-
theken exprimierte zelluläre P35-Homolog durch die Fusion mit der Aktivierungsdomäne B42 in 
eine für die Interaktion mit Ac-P35 ungünstigen Konformation gezwungen worden. Denkbar ist 
auch, dass bei dem zellulären P35-Protein (nicht jedoch bei Ac-P35) die für intermolekulare 
Bindungen benötigten Aminosäuren durch die Fusion des Proteins mit B42 blockiert waren. 
 
Eine definierte Aussage über die Fähigkeit des zellulären P35-Homologs zu homodimerisieren 
bzw. mit Ac-P35 höher molekulare Komplexe einzugehen ist jedoch nur dann eindeutig möglich, 
wenn das zelluläre Protein kloniert und im Experiment, z. B. durch Interaction Trap-Studien und 
Ko-Immunpräzipitationen auf diese Funktionen hin untersucht worden ist (etwa zur gleichen 
Zeit, als diese Arbeit durchgeführt worden ist, wurden im Rahmen einer Doktorarbeit in unserem 
Labor Versuche unternommen, das zelluläre P35-Protein anzureinigen. Die Anreinigung erfolgte 
aus der mitochondrialen Fraktion von Jurkat-Zellen unter Einsatz der Anionenaustausch-
chromatographie und der präperativen SDS-PAGE. Nach einem Konzentrierungsschritt wurde 
das angereinigte Material zur Ermittlung der Proteinsequenz mit Hilfe der Massenspektrometrie 
untersucht. Es wurden leider nur sehr kurze Peptidsequenzen erhalten, was eine eindeutige 
Identifizierung anhand von Datenbanksuchen nicht möglich machte. Nach Aneinanderreihung 
einiger solcher Peptidsequenzen konnte eine gewisse Ähnlichkeit mit einem Protein unbekannter 
Funktion aus Drosophila melanogaster hergeleitet werden, jedoch konnten Homologien zu 











3. 2. 3  Die Rolle der N- und C-terminalen Anteile bei der 
Dimerisierung von Ac-P35 
 
Ein interessanter Aspekt bei den Untersuchungen an Ac-P35 mit dem Interaction Trap-System 
war der Befund, dass beide Deletionsmutanten von Ac-P35, die jeweils nur den N- oder C-
terminalen Teil des Proteins umfassten (N-P35 oder C-P35), mit dem Gesamtprotein inter-
agierten. Anhand der Intensität der Blaufärbung auf X-Gal-haltigem Selektivmedium wurde die 
Interaktion von N-P35 mit dem vollständigen Protein als sehr stark bewertet. Die Interaktion von 
C-P35 mit dem vollständigen P35-Protein wurde im Vergleich dazu als relativ schwach beurteilt, 
jedoch war eine deutliche Blaufärbung des Klons auf  dem Selektivmedium erkennbar, so dass 
trotz der geringeren Intensität der Blaufärbung eine Interaktion stattgefunden haben muss.  
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der N-terminale Teil von Ac-P35 mit der C-terminalen 
Hälfte von Ac-P35, nicht jedoch mit sich selbst, interagierte; die Interaktion von N-P35 mit C-
P35 scheint dabei geringfügig schwächer zu sein als zwischen C-P35 und volle-Länge Ac-P35, 
wie anhand der Blaufärbung des Klons auf X-Gal-haltigem Selektivmedium zu erkennen war.  
In Tab. 4 ist, soweit mit dem Interaction Trap-System festgestellt werden konnte, die Interaktion 
von Ac-P35 mit sich selbst, die Interaktion zwischen Ac-P35 und den Ac-P35-Deletions-
mutanten sowie die Interaktionen zwischen den einzelnen Ac-P35-Deletionsmutanten 
dargestellt: 
 
Tab. 4: Interaktionen der Ac-P35-Anteile. 
 
 Ac-P35 N-P35 C-P35 
Ac-P35 +++ +++ ++ 
N-P35 +++ – + 
C-P35 ++ + n. g. 
 
+++:  starke Interaktion  
++:    Interaktion rel. schwach, aber deutlich sichtbar 
+:      Interaktion schwach ausgeprägt  
–:       keine Interaktion 
n. g.:  nicht getestet 
 
Da eine Bindung zwischen den N-terminalen Enden von Ac-P35 im Interaction Trap-System 
nicht stattfindet, erfolgt die Interaktion zwischen zwei P35-Molekülen höchstwahrscheinlich 
durch die Interaktion zwischen dem N-Terminus des einen Moleküls mit dem C-Terminus des 
anderen. Diese Dimerisierung des Ac-P35-Proteins ist in Abb. 22  schematisch dargestellt. In der 
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Abb. 22  sind ebenfalls die N- und C-terminalen Deletionsmutanten von Ac-P35 veranschaulicht, 






                                        
                                                                                        
                                                              
 











Abb. 22: Dimerisierung von Ac-P35. 
A: Schematische Darstellung des vollständigen Ac-P35-Proteins (Monomer, AS 1-299) 
sowie der Deletionsmutanten von Ac-P35 (N-P35: N-Terminus, C-P35: C-Terminus), die 
für Interaction Trap-Studien (siehe Abschnitt 2. 1. 2) verwendet wurden. Für diese Studien 
wurden die DNA-Sequenzen der gezeigten Proteine in die Interaction Trap-Vektoren 
pLexA202 und pJG4-5 subkloniert. Die Längen der Moleküle sind durch die Anzahl der 
Aminosäuren in den Proteinen wiedergegeben.  
B: Schematische, hypothetische Darstellung der Homodimerisierung von Ac-P35, 
abgeleitet aus Daten, die mittels Interaction Trap-System und unter Verwendung der in A 
dargestellten Proteine gewonnen wurden: jeweils zwei Ac-P35-Moleküle bilden ein 
Dimer, wobei der N-Terminus des einen Moleküls mit dem C-terminalen Ende des 
anderen Monomers interagiert. 
 
 
Über die Ursachen, die den Unterschieden in der Stärke der Interaktionen zugrunde liegen, kann 
nur spekuliert werden: die relativ schwache Interaktion zwischen N-P35 und C-P35 hängt 
vermutlich damit zusammen, dass Ac-P35 hier nicht als ganzes Protein vorliegt. Anders als im 
vollständigen Protein ist die Möglichkeit, in mindestens zwei Bereichen eines Monomers 
Bindungen einzugehen (am N- und C-Terminus), nicht gegeben; eine Bindung ist nur einmal 
möglich. Im vollständigen Molekül kann am entgegengesetzten Ende des Moleküls eine zweite 
Interaktion stattfinden, was das Dimer stabilisieren könnte. Fraglich ist auch, ob die beiden 
Deletionsmutanten in einer günstigen sterischen Anordnung zueinander kommen können, wie 
dies im Dimer des volle-Länge Proteins wahrscheinlich der Fall wäre. Schließlich besteht die 
Möglichkeit, dass die beiden Deletionsmutanten unter dem sterischen Einfluss der mit ihnen 
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eingehen, da bestimmte Aminosäuren, die für die intermolekularen Bindungen verantwortlich 
sind, sterisch blockiert werden. 
 
Die Beobachtung, dass C-P35 mit dem Gesamtprotein nur relativ schwach interagierte, liegt 
möglicherweise an der sterischen Behinderung bestimmter Aminosäuren durch das am N-
Terminus von Ac-P35 fusionierte B42-Peptid: die Bindung von C-P35 an den N-Terminus von 
Ac-P35 wäre also zum einen schwächer als bei einer Interaktion mit Ac-P35 ohne B42-Fusion, 
zum anderen fehlt bei C-P35 der N-terminale Teil von Ac-P35, der durch Bindung an bestimmte 
Aminosäuren im C-Terminus von Ac-P35 die Interaktion wieder stabilisieren würde. Die 
reversible Reaktion bei der Interaktion von C-P35 mit Ac-P35 , also die Dissoziation des 
Komplexes in die Einzelmoleküle, wäre somit begünstigt und als Folge würde sich die Anzahl 
der zu einer Aktivierung der Reportergene zur Verfügung stehenden Ac-P35/C-P35-
Fusionsprotein-Komplexe verringern.  
 
Die weiter oben erwähnte starke Interaktion von N-P35 mit dem vollständigen Protein lässt sich 
dadurch erklären, dass der C-terminale Teil von Ac-P35 möglicherweise weniger stark unter dem 
sterischen Einfluss des N-terminal fusionierten B42-Proteins steht. Folglich können mehr 
Aminosäuren für intermolekulare Bindungen mit N-P35 zur Verfügung stehen. Obwohl 
bestimmte Aminosäuren in N-P35, die für intermolekulare Bindungen verantwortlich sind, 
vermutlich von LexA sterisch blockiert werden, können möglicherweise andere, benachbarte 
Reste Bindungen mit entsprechenden, „frei gewordenen“ Aminosäurefunktionen des C-Ter-
minus' von Ac-P35 eingehen.  
 
Im Zusammenhang mit dem bisher Gesagten stehen Beobachtungen, die auf eine besondere 
Rolle des N-terminalen Teils von Ac-P35 hinweisen: Insektenzellen, die die Ac-P35-
Deletionsmutante  P35 1-76 (Aminosäuren 1-76) exprimierten, gingen nach Infektion mit dem 
Wild-Typ-AcMNPV-Virus, das für das vollständige P35-Protein codierte, in die Apoptose über. 
In Kontrollzellen, die Ac-P35, nicht jedoch P35 1-76 enthielten, trat hingegen keine Apoptose auf. 
Auch in kontroll-transfizierten P35 1-76-Zellen konnte keine Apoptose nachgewiesen werden, 
was eine Apoptose-induzierende Funktion von P35 1-76 ausschloss (Cartier et al., Journal of 
Virology 1994; LaCount and Friesen, Journal of Virology 1997). Offensichtlich wurde die 
antiapoptotische Funktion von Ac-P35 in diesen Zellen durch P35 1-76 gehemmt. Immuno-Blot-
Analysen zeigten, dass die Expression von vollständigem Ac-P35 bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von P35 1-76 stark gehemmt war. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Transkription von 
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viralem P35 in den P35 1-76-Zellen nicht beeinträchtigt war und es wurde der Schluss gezogen, 
dass P351-76 entweder die Synthese oder aber die Stabilität des volle-Länge P35-Proteins direkt 
oder indirekt herabsetzte  (Cartier et al., Journal of Virology 1994). Die in der vorliegenden 
Arbeit präsentierten Ergebnisse (s. o.) legen den Schluss nahe, dass eine direkte Inhibierung von 
Ac-P35 durch P351-76 vorlag, wobei es zu einer Interaktion mit dem C-Terminus von Ac-P35 
kam. Ac-P35 war dadurch vermutlich nicht mehr in der Lage, mit Caspasen zu interagieren, 
vielleicht weil es von P35 1-76 in eine ungünstige Konformation gezwungen worden war. Folglich 
konnte die Apoptose in diesen Zellen ungehindert ablaufen. Denkbar ist weiterhin, dass Ac-P35 
von P35 1-76 derart blockiert  wurde, dass es keine Di- oder Oligomere mit sich selbst bilden 
konnte. Ausgehend von der Hypothese, dass Ac-P35-Dimere die Interaktion von jeweils N- und 
C-Terminus erfordern (s. o.), ist es vorstellbar, dass die korrekte Anlagerung eines zweiten 
Monomers an das Heterodimer N-P35/P35, das eine von monomerem P35 nunmehr 
verschiedene räumliche Struktur besitzt, verhindert wird. Vielleicht verliert Ac-P35 an Stabilität 
in vivo, wenn es nicht dimerisieren kann und wird schneller abgebaut.  In diesem Zusammen-
hang sind Untersuchungen zu erwähnen, die von Zoog et al. durchgeführt worden sind. Bei 
diesen Untersuchungen wurden Experimente mit Ac-P35-Proteinen durchgeführt, an dessen 
codierenden Gensequenzen ein Austausch von Nukleotiden vorgenommen worden ist. Diese Ac-
P35-Mutanten interagierten im Yeast Two-Hybrid-System nicht miteinander und wurden in  
E. coli und Insektenzellen nur in geringen Mengen produziert  (Zoog et al., Journal of Biological 
Chemistry 1999). Anscheinend hängt die stabile Expression des Ac-P35-Proteins mit der 




3. 3  Ac-P35 interagiert mit einer Komponente der humanen 
RNA-Polymerase II 
 
Aus den verwendeten Genbibliotheken konnte durch den Einsatz des Yeast Two-Hybrid Systems 
in mehreren Screens eine cDNA identifiziert werden, die die vollständige kodierende Region der 
humanen RNA-Polymerase II-Untereinheit hRPB11enthielt, und die offensichtlich mit Ac-P35 
interagierte. Weiterhin wurde festgestellt, dass der N-Terminus von Ac-P35 für eine Interaktion 
mit hRPB11 ausreichte. Der C-terminale Teil von Ac-P35 konnte hingegen nicht mit hRPB11 
interagieren. Dies ließ vermuten, dass Ac-P35 über seinen N-Terminus mit hRPB11 interagierte. 
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Die Interaktion des N-terminalen Teils von Ac-P35 mit hRPB11, wie sie mit dem Interaction-
Trap-System gezeigt werden konnte, scheint die im Abschnitt 3. 2. 1 diskutierte besondere Rolle 
von N-P35 zu bestätigen. Weitere Interaction Trap-Studien mit Deletionsmutanten von hRPB11 
sollten zur Klärung der Frage beitragen, welche Domänen von hRPB11 an der Interaktion mit 
Ac-P35 beteiligt sind.  
Die Fähigkeit von Ac-P35, mittels seines N-Terminus' Bindungen mit anderen Proteinen ein-
zugehen, wird ebenfalls von Cartier et al. angenommen. Diese Autoren vermuten, dass der N-
Terminus von Ac-P35 eine funktionelle Domäne darstellt, die für die Interaktion mit sich selbst 
und anderen Proteinen notwendig ist (Cartier et al., J Virol 1994 und siehe Abschnitt 3. 2. 1).  
 
Dass eine Interaktion zwischen Ac-P35 und dem zellulären Protein hRPB11 denkbar ist, wurde 
in Studien zur zellulären Lokalisation von Ac-P35 gezeigt.Bei diesen Studien wurden die Gen-
sequenzen des Ac-P35- und des hRPB11- Proteins in Expressionsvektoren subkloniert und diese 
in HeLa-Zellen ko-transfiziert. Die Lokalisation der exprimierten Proteine wurde anschließend 
mittels konfokaler Mikroskopie ermittelt. Es konnte beobachtet werden, dass Ac-P35 und 
hRPB11 im Zytosol sowie auch in den Zellkernen der HeLa-Zellen ko-lokalisierten.  
Die Autoren Hershberger et al. berichten ebenfalls über eine zytosolische und nukleäre 
Lokalisation von Ac-P35, nachdem sie Insektenzellen mit dem Wildtyp AcMNPV-Virus infiziert 
hatten. In den von diesen Autoren durchgeführten Untersuchungen konnte eine Assoziation des 
Ac-P35-Proteins mit nukleären Fraktionen beobachtet werden, jedoch waren nur vergleichsweise 
geringe Mengen des Ac-P35-Proteins mit den nukleären Fraktionen assoziiert (Hershberger et 
al., J Virol 1994). In den Lokalisationsstudien, die in der vorliegenden Arbeit durchgeführt 
worden sind, konnte beobachtet werden, dass nach Transfektion von HeLa-Zellen mit einem Ac-
P35-Expressionsplasmid etwa 20-30% dieser Zellen das Ac-P35-Protein im Zellkern enthielten 
(nicht gezeigt). Offensichtlich besitzt das P35-Protein aus Autographa californica die Fähigkeit, 
in die Zellkerne von HeLa-Zellen zu wandern. Inwieweit diese Eigenschaft von Ac-P35 auf 
weitere Vertebratenzellen und auch Insektenzellen übertragbar ist, dürften zukünftige  
Lokalisationsstudien des Ac-P35-Proteins an verschiedenen Zelllinien offenbaren.  
 
Etwas überraschend ist die Beobachtung, dass hRPB11 als Bestandteil der RNA-Polymerase II 
zytosolisch lokalisierte (s. o.). Dieser Befund ist bisher nicht publiziert worden und stellt eine 
bisher nicht bekannte Eigenschaft dieses Proteins dar. Vielleicht besitzt das hRPB11-Protein 
(sowie seine homologen Verwandten in Insektenzellen und weiteren eukaryontischen 
Organismen) bestimmte, noch nicht bekannte Funktionen im Zytosol von Zellen, wie etwa die 
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direkte Interaktion mit viralen Proteinen während einer viralen Infektion. Da die zytosolische 
Lokalisation des hRPB11-Proteins an Zellen beobachtet worden ist, die dieses Protein über-
exprimierten, d. h. Mengen dieses Proteins enthielten, die wahrscheinlich deutlich höher lagen 
als unter physiologischen Verhältnissen, wäre es notwendig, die Lokalisation von endogenem 
hRPB11 zu untersuchen. Dies könnte erfolgen, indem man humane Zellen mit einem anti-
hRPB11-Antikörper inkubiert, der mit einer fluoreszierenden Substanz markiert ist und diese 
Zellen anschließend im konfokalen Mikroskop untersucht. Eine zytosolische Lokalisation von 
endogenem hRPB11 würde mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf weitere, noch nicht bekannte 
Funktionen des hRPB11-Proteins hinweisen. 
 
Über die Funktionen und Eigenschaften des hRPB11-Proteins ist inzwischen einiges bekannt. 
Bruno et al. berichten über die Interaktion von hRPB11 mit Keratin 19, einem Mitglied einer 
großen Proteinfamilie, aus denen die Intermediärfilamente bestehen. Anhand ihrer Unter-
suchungen vermuten diese Autoren, dass Keratin 19 eine Rolle bei der Regulierung der RNA-
Polymerase II-Aktivität spielt (Bruno et al., FEBS 1999). Fanciulli et al. konnten eine Inter-
aktion von hRPB11 mit Che-1, einem bislang unbekannten Protein, nachweisen. Die Autoren 
vermuten aufgrund ihrer Untersuchungen, dass Che-1 ein Bestandteil des Transkriptions-
apparates sein könnte (Fanciulli et al., FASEB 2000). Weitere bekannte Eigenschaften und 
Funktionen des hRPB11-Proteins, beispielsweise die Interaktion mit hRPB3 oder die vermutete 




3. 3. 1  Mögliche Konsequenzen der Interaktion von Ac-P35 mit 
Komponenten des Transkriptionsapparates 
 
Welche physiologische Bedeutung kommt einer Interaktion von Ac-P35 mit hRPB11 zu? Gehen 
wir zunächst kurz auf die Struktur und Funktion der RNA-Polymerasen ein:  
RNA-Polymerasen sind Enzyme, die die Synthese von RNA katalysieren. Sie sind aus mehreren 
Untereinheiten aufgebaut, in den drei organismenreichen Archebakterien, Eubakterien und 
Eukaryoten evolutionär konserviert und kommen in pflanzlichen Chloroplasten und in einigen 
Virus-Spezies vor. In den Eubakterien und Archebakterien ist eine einzige RNA-Polymerase für 
die Transkription der rRNA, mRNA und tRNA verantwortlich. In eukaryotischen Organismen 
sind dagegen drei verschiedene RNA-Polymerasen im Zellkern vorhanden: RNA-Polymerase I 
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katalysiert die Synthese von rRNA, RNA-Polymerase II ist für die Synthese von mRNA sowie 
einiger kleinerer nukleärer RNAs verantwortlich und RNA-Polymerase III katalysiert die 
Synthese der 5S rRNA, der tRNAs sowie einiger kleinerer nukleärer RNA-Spezies (Cramer et 
al., Science 2001; Ibelgaufts, 1993; Van Holde, 1990).  
 
Die RNA-Polymerase II hat eine zentrale Bedeutung für die Gen-Expression in Eukaryoten und 
stellt den Kern des Transkriptionsapparates dar. Die am besten untersuchte RNA-Polymerase II 
ist diejenige aus Saccharomyces cerevisiae, die aus 12 verschiedenen Polypeptiden (RPB1-12; 
RPB steht für: RNA-Polymerase B) zusammengesetzt ist und eine Molekülmasse von ca. 500 
kDa besitzt. Die Struktur des Enzyms aus der Hefe kann wahrscheinlich stellvertretend für alle 
eukaryotischen RNA-Polymerase II-Strukturen betrachtet werden, da hinsichtlich der Amino-
säuresequenzen ein hohes Maß an Konservierung zwischen den Arten herrscht (Cramer et al., 
Science 2000 u. 2001). 
 
Bei der Initiierung der Transkription durch RNA-Polymerase II kommt es am Promotor eines 
Gens vor der eigentlichen mRNA-Synthese zur Bildung eines sog. Preinitiationskomplexes, 
eines Multiproteinkomplexes, der aus RNA-Polymerase II und basalen oder allgemeinen Trans-
kriptionsfaktoren besteht (Langelier et al., J. Biol Chem 2001). Die allgemeinen Transkriptions-
faktoren werden vermutlich für die Transkription aller durch RNA-Polymerase II transkribierten 
Gene benötigt (Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996). Der Initiationskomplex enthält ein-
schließlich der Polymerase mindestens 40 Polypeptide und hat eine Molekülmasse von mehr als 
2 MDa (Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996). Während der anschließenden Elongationsphase 
katalysiert die RNA-Polymerase II die Verknüpfung von Ribonucleosidtriphosphaten am lokal 
aufgewundenen DNA-Strang. 
Die Transkription von eukaryotischen Genen erfordert im Weiteren mehrere sog. Transkriptions-
aktivatoren (Struhl, Cell 1999), die an Enhancern oder Promoter-nahen Elementen binden 
(Struhl, Cell 1999; Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996) und vermutlich in Wechselwirkung 
mit Komponenten des basalen Initiationskomplexes treten (Tjian and Maniatis, Cell 1994; 
Keaveney, Mol Cell 1998, und siehe Abb. 23  ). Im Gegensatz zu den Aktivatoren stehen die 
Repressoren, die die Transkription hemmen und wie die Aktivatoren modular aufgebaute 
Proteine mit voneinander trennbaren, DNA-bindenden und reprimierenden Domänen (bei 
Aktivatoren: aktivierende Domänen) darstellen (Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996). 
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Die Regulation der Transkription in einem vielzelligen Organismus erfolgt über (das Zu-
sammenspiel von) Aktivatoren und Repressoren. Dies bedeutet, dass die in einem bestimmten 
Zelltyp eines vielzelligen Organismus exprimierten Gene durch die in diesem Zelltyp vor-
handenen Aktivatoren und Repressoren festgelegt werden (Lodish, Molekulare Zellbiologie, de 
Gruyter, 1996). 
 
Die mittels Interaction Trap-System festgestellte Interaktion zwischen Ac-P35 und einer 
Komponente der humanen RNA-Polymerase II ließ die Vermutung zu, das Ac-P35 Trans-
kriptionsvorgänge beeinflussen kann.  
 
In Studien zur Charakterisierung der molekularen Struktur eukaryotischer RNA-Polymerase II 
konnte eine Vielfalt an Interaktionen zwischen den einzelnen Untereinheiten der RNA-Poly-
merase II nachgewiesen werden. Beispielsweise wurde festgestellt, dass die Untereinheit 
hRPB11 ausschließlich mit einer weiteren Untereinheit, hRPB3, interagierte (Acker et al., J Biol 
Chem 1997; Fanciulli et al., FEBS Letters 1998). Analog dazu wurde auch die Interaktion 
zwischen  RPB11 und RPB3 aus Schizosaccharomyces pombe festgestellt (Ishiguru et al., J Mol 
Biol 1998; Kimura et al., J Biol Chem 1997). Zusammen mit Ergebnissen aus Röntgenstruktur-
analysen, die an RNA-Polymerase II aus der Hefe durchgeführt wurden (Cramer et al., Science 
2000), ergibt sich ein sehr komplexes Bild der  Struktur dieses Enzyms: die einzelnen Unter-
einheiten sind über ein kompliziertes Netz an Interaktionen miteinander verknüpft, was zu einer 
charakteristischen dreidimensionalen Gestalt des Enzyms führt.  
Nun ist es vorstellbar, dass die Bindung des Ac-P35-Proteins an eine Komponente dieses 
komplexen Moleküls verschiedene Auswirkungen hat: Konformationsänderungen in mehreren 
Bereichen des Enzyms könnten die Folge sein. Dies wiederum könnte die Funktion des Enzyms 
so weit beeinträchtigen, dass eine korrekte Bindung an den Promoter nicht mehr gegeben wäre 
und die Transkription gehemmt würde. Die Folge eines solchen Vorganges könnte z. B. die 
Inhibierung der Proteinsynthese in der Zelle sein.  
Eine Interaktion von Ac-P35 mit Teilen der Polymerase könnte aber auch zu einer Erhöhung der 
Transkriptionseffizienz führen, indem es beispielsweise die Rolle eines weiteren basalen 
Transkriptionsfaktors übernimmt und somit möglicherweise zur besseren Erkennung der 
Transkriptionsstartstelle und/oder Positionierung der Polymerase an den Promoter beiträgt. 
Möglicherweise fördert die Anwesenheit von Ac-P35 im Preinitiationskomplex auch die 
Bindung von aktivierenden Domänen bestimmter Transkriptionsaktivatoren, so dass es in 
bestimmten Zelltypen zu einer Erhöhung der Transkriptionsleistung an Promotoren käme.  
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Auch wäre eine Funktion von Ac-P35 als Repressor vorstellbar: von einigen Inhibitoren der 
Transkription ist bekannt, dass sie den basalen Transkriptionsfaktor TFIID von dem Promoter 
verdrängen oder die Interaktion von TFIID mit anderen basalen Faktoren blockieren 
(Buratowski, Cell 1994).  
 
Es wurde bereits erwähnt, dass Ac-P35 durch Inhibierung der Transkription ein Abschalten der 
Proteinsynthese verursachen könnte. Die Infektion von Insektenzellen hat die Abschaltung der 
zellulären Proteinsynthese zur Folge, wobei eine Reduktion der zellulären mRNA-Synthese 
vorausgeht. Ein Abschalten der zellulären Genexpression wird normalerweise bei permissiven  
(d. h., das Virus kann sich in den infizierten Zellen vermehren) AcMNPV-Infektionen 
beobachtet. Die Reduktion der zellulären Proteinsynthese beginnt 18 h nach Infektion mit 
AcMNPV und ist nach 24 h vollständig. Im Gegensatz dazu beginnt die Abnahme von zellulären 
mRNA-Mengen bereits nach etwa 12 Std. (Du and Thiem, J Virol 1997; Carstens et al., Virology 
1979; Dobos and Cochran, Virology 1980; Ooi and Miller, Virology 1988). Das P35-Protein aus 
Autographa californica wird schon sehr früh nach der Infektion transkribiert und ist nach 8-12 
Std. in infizierten Zellen nachweisbar (Friesen and Miller, J Virol 1987; Nissen and Friesen, J 
Virol 1989; Hershberger et al., J Virol 1994). Das frühe Genprodukt Ac-P35 könnte nun die 
mRNA-Synthese durch Beeinträchtigung der RNA-Polymerase II-Funktion hemmen und somit 
indirekt für die Reduktion der zellulären Proteinsynthese verantwortlich sein. Eine Inhibierung 
der RNA-Polymerase II-Funktion durch ein virales Produkt von AcMNPV wird auch von Ooi 
und Miller angenommen (Ooi and Miller, Virology 1988). Unterstützt wird die Hypothese einer 
RNA-Polymerase II-Hemmung nicht zuletzt durch die Beobachtung, dass AcMNPV die Bildung 
einer neuartigen RNA-Polymerase induziert, die für die Transkription von späten Genen von 
AcMNPV verantwortlich ist (Fuchs et al., J Virol 1983; Grula et al., J Virol 1981). Hieraus 
ergibt sich ein hypothetisches Modell, wonach frühe virale Gene durch die zelleigene RNA-
Polymerase transkribiert werden, diese jedoch im Verlauf der Infektion vom Ac-P35-Protein 
inhibiert wird, wodurch es zu einer Reduktion der zellulären mRNA- und Proteinsynthese 
kommt. In späteren Phasen des Infektionszyklus' übernimmt dann eine virus-kodierte oder -
induzierte RNA-Polymerase die Transkription viraler Gene. 
 
In einer nicht-permissiven Zelllinie der Insektenspezies Lymantria dispar, Ld652Y, kann sich 
AcMNPV nicht vermehren. Das Virus kann in die Zelle eindringen, und es werden virale sowie 
zelluläre mRNAs normaler Grösse transkribiert, jedoch wird sowohl die virale als auch die 
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zelluläre Proteinsynthese zu einem späten Zeitpunkt nach der Infektion angehalten  (Goodwin et 
al., In Vitro  1978; McClintock et al., J Virol 1986; Morris and Miller, J Virol 1992; Morris and 
Miller, Virology 1993). Dies lässt den Schluss zu, dass das Anhalten der Proteinsynthese in 
diesen Zellen eine zelluläre Reaktion auf die virale Infektion darstellt. Du und Thiem vermuten, 
dass das AcP35-Protein an diesem Vorgang beteiligt ist. Sie schließen aus, dass diese Eigen-
schaft eine Folge der Apoptose-inhibierenden Wirkung von Ac-P35 ist, da sie zeigten, dass 
Apoptose und Proteinsynthesehemmung in den Zellen unabhängig voneinander ablaufen 
konnten. Diese Autoren vermuten, dass Ac-P35 über einen unbekannten Mechanismus die 
Proteinsynthese hemmt (Du and Thiem, J Virol 1997).   
Die Arbeiten von Guzo et al deuten auf eine Hemmung des Transkriptionsapparates durch 
AcMNPV hin: in Experimenten mit AcMNPV-infizierten Ld652Y-Zellen konnten sie zeigen, 
dass eine Abnahme der Proteinsynthese sowie der zellulären mRNA-Synthese zu ungefähr 
gleichen Zeitpunkten stattfand (20-24 Std. nach Infektion), während die virale mRNA-Synthese 
über die Dauer der Inkubationszeit (bis 72 Std. nach Infektion) stabil aufrecht erhalten wurde. 
Anhand von Versuchen mit dem DNA-Polymerase-Inhibitor Aphidicolin konnten sie weiterhin 
zeigen, dass ein frühes virales Genprodukt für die Proteinsynthesehemmung in den Zellen 
verantwortlich sein musste. Aus diesen Beobachtungen zogen die Autoren den Schluss, dass ein 
frühes, virales Genprodukt durch selektiven Abbau bzw. Destabilisierung von zellulärer mRNA 
oder durch Inhibition von wichtigen Komponenten des Transkriptionsapparates, die Protein-
synthesehemmung in den untersuchten Zellen verursachte (Guzo et al., J Virol 1992). Dieses 
Genprodukt könnte nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit das P35-Protein aus 
Autographa californica sein, das mit der RNA-Polymerase II oder weiteren Komponenten des 










3. 4  Ac-P35 und hRPB11 haben einen Einfluss auf die Trans- 
kription 
 
Die Hypothese, dass Ac-P35 die Transkription zu beeinflussen vermag, wurde durch  Promoter-
studien überprüft. Hierbei wurde die Fähigkeit von Ac-P35 untersucht, die Aktivität verschie-
dener humaner Promotoren zu beeinflussen. Bei den Versuchen wurden Reporterkonstrukte ein-
gesetzt, die die Untersuchung der Aktivität verschiedener Promotoren zuließen, und der Einfluß 
auf die transkriptionelle Aktivität wurde in den menschlichen Zelllinien LoVo, 293T und Jurkat 
untersucht. Im Weiteren wurde der Interaktionspartner von Ac-P35, hRPB11, in diese Unter-
suchungen miteinbezogen. Es konnte festgestellt werden, dass sowohl Ac-P35 als auch hRPB11 
in der Lage waren, in der Zelline LoVo die Aktivität des humanen E-Cadherin und β-Actin-
Promoters zu stimulieren. Die Anwesenheit beider Proteine wirkte additiv; die Promoteraktivität 
war etwa doppelt so hoch wie in dem Fall, in dem die beiden Proteine einzeln in den Zellen 
exprimiert worden waren. In den Zelllinien 293-T und Jurkat hingegen wurde die Aktivität der 
E-Cadherin- und des β-Actin-Promotoren sowie die aller übrigen getesteten Promotoren nicht 
durch Ac-P35 oder hRPB11 beeinflusst (siehe Ergebnisse, Abschnitt 2. 3). Diese Daten belegen, 
dass Ac-P35 die Transkription in menschlichen Zellen regulieren kann. Offensichtlich ist diese 
Eigenschaft von Ac-P35 nur in bestimmten Zelltypen gegeben; nur in der Darmzelllinie LoVo 
konnte die transkriptionsregulierende Eigenschaft von Ac-P35 beobachtet werden. 
Wahrscheinlich benötigt Ac-P35 dafür bestimmte Typen von Transkriptionsfaktoren und/oder 
anderen zellspezifischen Faktoren.  
 
E-Cadherin ist ein Zelladhäsionsmolekül, das für die Entwicklung von Epithelien im Embryo 
sowie für den Zusammenhalt der meisten Epithelzellschichten Bedeutung besitzt. Große Mengen 
dieses integralen Membranglycoproteins finden sich beispielsweise an den Berührungsstellen 
von Epithelzellen, die als Zellschichten den Dünndarm oder die Nierentubuli auskleiden (Lodish, 
Molekulare Zellbiologie, 1996; Rubin et al., Hum Pathol 2001). 
β-Actin ist Bestandteil des Actin-Cytoskeletts und ist an verschiedenen grundlegenden 
Zellfunktionen beteiligt (Lodish 1996, Kleinig und Sitte 1984). Die verwendeten, konstitutiv 
aktiven Promotoren der menschlichen E-Cadherin- und β-Actin-Gene kodieren also offen-
sichtlich für Proteine, die in vielen Geweben und Zellarten exprimiert werden. In wie vielen 
Zelltypen das Ac-P35- und hRPB11-Protein diese (und andere) Promotoren jedoch regulieren 
können, dürften weitere Promoterstudien an verschiedenen Zelllinien klären helfen.  
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In Experimenten an hRPB11-überexprimierenden LoVo-Zellen konnte festgestellt werden, dass 
sowohl die endogenen E-Cadherin-mRNA- und Proteinmengen als auch die Aktivität eines in 
diese Zellen transfizierten E-Cadherin-Reporterkonstruktes erhöht wurden. In weiteren Experi-
menten mit den hRPB11-überexprimierenden LoVo-Zellen stellten die Autoren fest, dass die 
hRPB11-Expression in diesen Zellen zu einem stärker differenzierten Phänotyp und auch zu 
einer Reduzierung der Proliferationsrate dieser Zellen führte. Nach Injektion dieser Zellen in 
Mäuse konnte beobachtet werden, dass die Tumorbildung sowie die Metastasierung von 
Tumoren in den Mäusen gehemmt wurde. Aus diesen Beobachtungen leiten die Autoren die 
Vermutung ab, dass die hRPB11-Expression an der Regulation der Zelldifferenzierung beteiligt 
ist, indem die Transkription spezifischer Gene durch dieses Protein reguliert wird (Bruno et al., 
FEBS 1998). 
 
In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dass Ac-P35 und hRPB11 humane Promotoren 
stimulieren können und somit in der Lage sind, Transkriptionsvorgänge zu beeinflussen. Es wäre 
nun von Interesse zu untersuchen, ob Ac-P35 auch ähnliche Wirkungen wie hRPB11 hinsichtlich 
der von Bruno et al. beschriebenen spezifischen Eigenschaften von hRPB11-überexprimierenden 
Zellen besitzt, insbesondere vor dem Hintergrund der in der vorliegenden Arbeit festgestellten 
Interaktion von Ac-P35 mit hRPB11. Eine Möglichkeit dies zu tun bestünde darin, Ac-P35 zum 
einen alleine, zum anderen gemeinsam mit hRPB11 in LoVo-Zellen zu exprimieren und diese 
Zellen hinsichtlich ihrer Morphologie, ihren Wachstumseigenschaften und ihrer Fähigkeit, in 
Mäusen die Tumorbildung zu inhibieren, zu untersuchen. Dabei ließe sich feststellen, ob sich die 
beiden Proteine in ihren Wirkungen verstärken, wie dies bereits in den Promoterstudien 
beobachtet worden war (s. o.) oder möglicherweise gegenseitig antagonisieren.  
In den obigen Ausführungen wurde eine mögliche Rolle von Ac-P35 bei der Regulation der 
Proteinsynthese in permissiven und nicht-permissiven Insektenzelllinien diskutiert. Aufgrund der 
Feststellung, dass Ac-P35 die Transkription in menschlichen Zellen zu regulieren vermag, ist es 
sehr wahrscheinlich, dass diese Eigenschaft von Ac-P35 auch in Insektenzellen beobachtbar ist. 
Dazu müsste der Einfluss des P35-Proteins auf verschiedene Reporterkonstrukte sowie auf den 
entsprechenden endogenen Promotoren in Insektenzellen überprüft werden. Im Weiteren wäre es 
notwendig, Experimente zu entwerfen, um den Einfluss von Ac-P35 auf die Proteinsynthese in 
Zelllinien verschiedener Insekten- und Vertebratenspezies zu untersuchen. Diese Unter-
suchungen dürften in nicht unerheblichem Umfang zur Charakterisierung des P35-Proteins aus 
Autographa californica beitragen.  
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3. 5  Homodimerisierung des hRPB11-Proteins 
 
Im Zuge der Interaction Trap-Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass hRPB11 
dimerisieren konnte. Eine Interaktion von hRPB11 mit sich selbst ist in der Literatur noch nicht 
beschrieben worden, wohl aber die Interaktion mit einer weiteren Polymerase II-Untereinheit, 
hRPB3 (s. o.). Dieses Protein ist mit einer Molekülmasse von 33 kDa die drittgrößte Untereinheit 
(nach hRPB1 u. 2) der menschlichen RNA-Polymerase II (Pati and Weissman, J Biol Chem 
1990).  
 
Von den eukaryotischen RPB11- und RPB3-Untereinheiten ist bekannt, dass sie zu der pro-
karyotischen α-Untereinheit eine begrenzte Aminosäuresequenzhomologie besitzen (Dequard-
Chablat et al., J Biol Chem 1991; Martindale, Nucleic Acid Res 1990; Woychik et al, Gene Expr 
1993). Die α-Untereinheit  der bakteriellen RNA-Polymerase spielt eine entscheidene Rolle bei 
der Initiation der Transkription. Ferner spielt sie eine wichtige Rolle beim Zusammenbau der 
RNA-Polymerase: sie stellt durch Dimerisierung eine Plattform dar, an dem die Untereinheiten β 
und β' binden können. Der Komplex aus ββ'α2 wird auch als Core-Enzym bezeichnet (Zhang and 
Darst, Science 1998; Ibelgaufts 1993).  
Das humane Heterodimer hRPB11/hRPB3 und das eukaryotische Heterodimer RPB11/RPB3 
werden als das funktionelle Gegenstück des α2-Dimers der bakteriellen RNA-Polymerase dis-
kutiert (Bruno et al., FEBS 1999; Pati, Gene 1994; Zhang and Darst, Science 1998), während die 
Core-Sub-Einheit, bestehend aus RPB2, RPB3 und RPB11 als analoges Gegenstück zum α2β-
Komplex, der als Zwischenglied beim Zusammenbau der prokaryotischen RNA-Polymerase 
entsteht, betrachtet wird (Ishiguro et al., J Mol Biol 1998; Kimura et al., J Biol Chem 1997; 
Mitobe et al., Curr Genet 2001). 
Es besteht nun die Möglichkeit, dass das hRPB11-Homodimer, wie es in der vorliegenden Arbeit 
nachgewiesen werden konnte, in vivo existiert und dass sich dieses Dimer unter bestimmten 
Bedingungen bildet.  
Es wird angenommen, dass die RNA-Polymerase II aus der Hefe unter bestimmten Bedingungen 
wie Stress die Zusammensetzung ihrer Untereinheiten variieren kann (Choder and Young, Mol 
Cell Biol 1993; Fanciulli et al., FEBS 1998; Woychik et al., J Biol Chem 1991). Es ist also 
denkbar, dass unter bestimmten Bedingungen oder zu bestimmten Zeitpunkten ein hRPB11/ 
hRPB11-Homodimer im Enzymkomplex entsteht und einen Einfluss auf die Genexpression 
ausübt. Da RPB11 ein Bestandteil der eukaryotischen Core-Sub-Einheit ist und diese an DNA 
binden kann (Kimura et al., J Biol Chem 1997), ist es vorstellbar, dass ein hRPB11-Homodimer 
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in der Core-Einheit der RNA-Polymerase II die Bindung an Promotoren und/oder für die 
Bindung spezifischer Transkriptionsfaktoren (an die RNA-Polymerase) mitverantwortlich ist und 
somit an der Regulation der Transkription beteiligt ist. Dies wird nicht zuletzt durch die Tatsache 
unterstützt, dass das homologe Gegenstück zu hRPB11, die prokaryotische α-Untereinheit (s. o.), 
an der Promotorerkennung beteiligt ist, indem es mit einem Upstream Promoter-Element inter-
agiert (Ross, Science 1993; Gourse, Mol Microbiol 2000) und im Weiteren mit einer Vielzahl 
von Transkriptionsaktivatoren interagieren kann (Diskussion in Ishihama, J Bacteriol 1993 und 
Ebright and Busby, Curr Opin Genet Dev 1995).  
Von einer weiteren Untereinheit der humanen RNA-Polymerase II ist bekannt, dass sie mit 
einem viralen Transkriptionsaktivator interagieren kann: die Untereinheit hRPB5 interagiert mit 
dem viralen Transkriptionsaktivatorprotein HBx aus dem Hepatitis B-Virus (Cheong et al., 
EMBO 1994). Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass hRPB5 zum einen homodimeri-
sieren kann, zum anderen mit hRPB3 interagieren kann (Acker et al., J Biol Chem 1997). Die 
Interaktion von hRPB11 mit hRPB3 wurde bereits erwähnt, ebenso die Homodimerisierung des 
hRPB11-Proteins. Es ist nun vorstellbar, dass hRPB11 ebenfalls von einem viralen Protein zur 




3. 6  Die Aminosäuresequenzen von Ac-P35 und hRPB3 sind 
einander ähnlich 
 
Die Tatsache, dass hRPB11 sowohl mit hRPB3 (s. o.) als auch mit Ac-P35 (diese Arbeit) 
interagiert lässt die Vermutung zu, dass hRPB11 in vivo gleichzeitig mit hRPB3 und Ac-P35 
interagieren kann und dass solch eine Interaktion physiologisch bedeutsam ist. Weiterhin kann 
die Frage gestellt werden, ob hRPB3 und Ac-P35 strukturelle Gemeinsamkeiten besitzen oder ob 
sogar eine Homologie zwischen diesen beiden Proteinen vorhanden ist. Um dies zu überprüfen 
wurden die Aminosäuresequenzen von Ac-P35 und hRPB3 miteinander verglichen. Gleichzeitig 
wurden Aminosäuresequenzen des Ac-P35-homologen Proteins aus dem Baculovirusstamm 
Bombyx mori NPV sowie weitere hRPB3-Homologe aus verschiedenen Organismen in die 
Untersuchung  miteinbezogen. Die vergleichende Untersuchung der Aminosäuresequenzen 
wurde am Computer mit Hilfe der Alignment-Programme Clustal und MACAW durchgeführt. 
Es zeigte sich, dass besonders in zwei Sequenzabschnitten deutliche Anhäufungen von 
identischen und ähnlichen Aminosäuren auftraten. Weiterhin fiel auf, dass das Motiv Phe-Glu-
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Tyr in allen Sequenzen konserviert zu sein schien. Es ist z. Z. nicht möglich, eine eindeutige 
Homologie zwischen P35 und den hRPB3-homologen Proteinen festzustellen, jedoch sind die 
über weite Bereiche vorhandenen Ähnlichkeiten sowie das in allen Proteinen vorhandene Motiv 
Phe-Glu-Tyr Anzeichen dafür, dass sich das P35-Protein aus Autographa californica und das 
Protein hRPB3 zumindest ähnlich sind. Inwieweit diese beiden Proteine eine stammes-
geschichtliche Verwandtschaft besitzen, müsste durch eingehendere Untersuchungen geklärt 
werden. Beispielsweise wäre es von Interesse zu überprüfen, ob sie miteinander interagieren 
können. Im Weiteren ist bekannt, dass RPB3 aus der Hefe für das Überleben der Zellen 
notwendig ist (Woychik and Young; TIBS 1990). Es könnte also in einem Komplementations-
Assay untersucht werden, ob die Expression von Ac-P35 eine hRPB3-Defizienz in Zellen 
kompensieren kann. Diese und weitere Untersuchungen dürften dazu beitragen, diese beiden 
Proteine hinsichtlich ihrer Funktionen und einer möglichen Verwandtschaft näher zu 
charakterisieren.  
 
Bei der Betrachtung der Sequenz Asp-Ile-Val-Asp (AS 77-80) des hRPB3-Proteins fällt auf, dass 
eine relativ hohe Ähnlichkeit zur Caspasenerkennungssequenz Asp-Gln-Met-Asp des Ac-P35-
Proteins besteht. Möglicherweise kann hRPB3 von Caspasen gespalten werden. Dies wurde im 
Experiment überprüft. Dazu wurden Insektenzellen mit einem hRPB3-GST-Konstrukt infiziert 
und Lysate dieser Zellen gewonnen. Zu diesen Lysaten wurde gereinigte Caspase-3 zugegeben 
und mit einem anti-GST-Antikörper wurde im Western-Blot auf Spaltprodukte des hRPB3-
Proteins geprüft. Es konnten jedoch keine Spaltprodukte von hRPB3 nachgewiesen werden 
(nicht gezeigt). Mit diesem Experiment konnte eine Spaltung von hRPB3 durch Caspase-3 nicht 
nachgewiesen werden. 
 
Abschließend kann hier festgehalten werden, dass die festgestellte Ähnlichkeit in der Primär-
struktur zwischen Ac-P35 und hRPB3 ein weiteres Indiz für die weiter oben diskutierte (und 
mittels Promoter-Assay gezeigte) transkriptionsregulierende Eigenschaft von Ac-P35 sein 
könnte: vielleicht reicht die Ähnlichkeit mit hRPB3 aus, um mit weiteren Bindungspartnern von 
hRPB3 in der Polymerase zu interagieren bzw. um das hRPB3-Protein von seinen Bindungs-
partnern zu verdrängen und somit das komplizierte Netzwerk an Protein-Protein-Interaktionen in 




3. 7 Die CARD-Domäne von Apaf-1 interagiert mit einem 
Fragment des hVPS41-Proteins 
 
Dieser Teil der Aufgabenstellung beinhaltete die Suche und Charakterisierung von Interaktions-
partnern des Caspasenadaptormoleküls Apaf-1. Die Aufgabenstellung ergab sich aus einem 
Vergleich der Phänotypen von Apaf-1-/-- und Caspase-9-/--Knockout-Mäusen, wobei festgestellt 
werden konnte, dass die Apaf-1-/--Knockout-Tiere insgesamt einen schwerwiegenderen Phänotyp 
aufwiesen. Dies bedeutet, dass Apaf-1 neben der Aktivierung von Caspase-9 möglicherweise 
noch weitere Funktionen besitzt; es wurde angenommen, dass Apaf-1 auch mit weiteren 
zellulären Proteinen interagieren kann (siehe Problemstellung). 
 
Um nach Interaktionspartnern von Apaf-1 zu suchen, wurden die DNA-Sequenzen der zwei 
funktionellen Domänen CARD und WD-40 In-Frame mit der LexA-Sequenz kloniert und als 
„Köder“ im Interaction Trap-System eingesetzt. Mit jedem dieser „Köder“ wurden zwei 
Interaction Trap-Screens durchgeführt, wobei mehrere blaue Kolonien erhalten werden konnten, 
aus denen die potentiellen Interaktor-Plasmide isoliert und auf spezifische Interaktion mit den 
jeweiligen Apaf-1-Domänen geprüft wurden. Es konnte kein spezifischer Interaktionspartner zur 
WD-40-Domäne identifiziert werden, da keines der rücktransformierten Interaktor-Plasmide aus 
den WD-40-Screens zu einer Blaufärbung der Hefekolonien führte. Hingegen kam es in einem 
von mehreren blauen Hefeklonen aus den CARD-Screens zu einer spezifischen Interaktion 
zwischen einem Protein aus der Genbank und der CARD-Domäne von Apaf-1. Die Analyse der 
cDNA-Sequenz dieses Proteins unter Zuhilfenahme von Gendatenbanken des NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) ergab, dass es sich um ein Fragment aus dem 3'-Ende der 
cDNA-Sequenz des humanen Proteins VPS41 (hVPS41) handelte. Dieses Fragment umfasste die 
letzten 176 Aminosäuren (AS 678 bis 854) des vollständigen hVPS41-Proteins. Es wird im 
folgenden mit hVPS41678-854 bezeichnet. 
 
Um zu überprüfen, ob die Interaktion von hVPS41678-854  mit der CARD-Domäne von Apaf-1 
spezifisch für das Apaf-1-Protein war, wurde untersucht, ob hVPS41678-854 mit den CARD-
Domänen weiterer Proteine interagieren konnte. Hierzu wurde mit Hilfe des Interaction Trap-
Systems untersucht, ob die CARD-Domäne der Caspase-2- und der Caspase-9 mit hVPS41678-854 
interagierte. Die Interaction Trap-Untersuchungen ergaben, dass die Reportergene LEU2 und 
LacZ in den transformierten Hefezellen nicht aktiviert worden waren und dass es somit nicht zu 
Interaktionen zwischen hVPS41678-854 und den CARD-Domänen von Caspase-2 und Caspase-9 
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gekommen war. Daraus kann geschlossen werden, dass hVPS41678-854 mit hoher 
Wahrscheinlichkeit nur mit der CARD-Domäne von Apaf-1 interagiert, nicht jedoch mit den 
CARD-Domänen anderer Proteine wie beispielsweise Caspasen. 
 
Das Protein hVPS41 ist das humane Homolog des früher charakterisierten VPS41-Proteins aus  
S. cerevisiae. Weiterhin sind strukturelle Homologe aus der Tomate und aus C. elegans und  
D. melanogaster identifiziert worden (Radisky et al., Proc. Natl. Acad Sci USA 1997; Warner et 
al., Genome 1998).  
 
VPS41 aus der Hefe ist an dem Transport des Membranenzyms alkalische Phosphatase von dem 
Golgi-Apparat zur Vakuole beteiligt (Bryant and Stevens, Microbiol Mol Biol Rev 1998; Cowles 
et al., EMBO 1997). Es konnte gezeigt werden, dass VPS41 an den Adaptorproteinkomplex AP-
3 binden kann (Rehling et al., Nat Cell Biolog  1999). Dieses Adaptorprotein bindet an „Cargo-
Proteine“ (Proteine, die in die Vakuole transportiert werden sollen, Darsow et al., J cell Biol 
1998; Honing et al., EMBO 1998) und dirigiert diese in aus dem Golgi-Apparat abgeleiteten 
Transportvesikeln, welche anschließend zur Vakuole transportiert werden (Rehling, Nat Cell 
Biol 1999). Es wird angenommen, dass ein Zusammenspiel zwischen AP-3 und VPS41 für die 
Ausbildung von Transportvesikeln verantwortlich ist und dass das VPS41-Protein in den 
entstehenden Transportvesikeln integriert wird (Darsow et al., Mol Biol Cell 2001; Rehling et al., 
Nat Cell Biolog 1999). Weiterhin ist VPS41 Teil eines großen Proteinkomplexes auf der 
Vakuolenmembran (Nakamura et al., J Biol Chem 1997) und spielt bei der Fusion einzelner 
Vakuolen eine Rolle (Price et al., J Cell Biol 2000). 
Es stellt sich nun die Frage, ob diese Eigenschaften und Funktionen auf das homologe humane 
Protein hVPS41 übertragen werden können.  
 
Anhand von Immuno-Blot-Experimenten an Vertebratenzellen stellten Ward et al fest, dass 
hVPS41 in der zytosolischen Fraktion enthalten war und mit der Membranfraktion assoziierte. 
Außerdem stellten sie fest, dass die C-terminale RING-H2-Domäne von hVPS41 für die Inter-
aktion mit der Membranfraktion verantwortlich war. In Lokalisationsstudien konnten die 
Autoren weiterhin zeigen, dass die RING-H2-Domäne an Vesikeln lokalisiert war, die dem 
Golgi-Apparat entstammten (Ward et al., Exp Cell Res 2001). Zusammen mit publizierten Daten 
des hVPS41-Homologs aus der Hefe (s. o.) ist es sehr wahrscheinlich, dass das humane 
Homolog hVPS41 an der Bildung von Transportvesikeln am Golgi-Apparat beteiligt ist und 
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möglicherweise am Transport von Poteinen aus dem Golgi-Apparat in weitere Zellkomparti-
mente beteiligt ist. 
 
Die Beobachtung, dass hVPS41678-854, das die RING-H2-Domäne enthält, mit der CARD-
Domäne von Apaf-1 interagiert (diese Arbeit) lässt die Vermutung zu, dass das Adaptormolekül 
Apaf-1 im Golgi-Apparat lokalisiert sein könnte. In Arbeiten von Ruiz-Vela et al. wird eine 
Lokalisation von endogenem sowie überexprimiertem Apaf-1 im Zytoplasma sowie im Golgi-
Apparat von Vertabratenzellen beschrieben (Ruiz-Vela et al., FEBS 2001). Weiterhin konnten 
die Autoren zeigen, dass die gleichzeitige Expression des Antiapoptose-Proteins Bcl-2 zu einer 
Relokalisierung von Apaf-1 aus dem Golgi-Apparat in perinukleäre Kompartimente führt. Die 
Autoren schließen eine direkte Interaktion zwischen Apaf-1 und Bcl-2 aus, da von ihnen 
durchgeführte Yeast Two-Hybrid-Experimente eine solche Interaktion nicht zeigten. Außerdem 
liegen publizierte Daten vor, die zeigen, dass Apaf-1 keine Interaktionen mit Mitgliedern der 
Bcl-2-Familie eingeht (Moriishi et al., Proc Natl Acad Sci USA 1999).  
Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und der postulierten Rolle von hVPS41 beim 
Proteintransport kann die Hypothese aufgestellt werden, dass hVPS41 direkt mit Apaf-1 am 
Golgi-Apparat interagiert und für den intrazellulären Transport von Apaf-1 verantwortlich ist. 
Möglicherweise ist hVPS41 daran beteiligt, Apaf-1 in transitorische Vesikel zu verpacken, die 
dieses Protein im Zytoplasma verteilen. Des Weiteren ist eine direkte Beteiligung von hVPS41 
an einer möglichen Verteilung von Apaf-1 im Zytoplasma denkbar, da beide Proteine in 
Lokalisationsstudien ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster aufweisen (s. o.) und somit die 
Möglichkeit einer direkten Interaktion gegeben ist. Vielleicht ist hVPS41 auch an der Akti-
vierung von Caspase-9 beteiligt, indem es beispielsweise Apaf-1 zu der Caspase transportiert 
und die Interaktion zwischen beiden vermittelt. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu 
erwähnen, dass VPS41 aus S. cerevisiae oligomerisieren kann (Darsow et al., Mol Biol Cell 
2001). In der Annahme, dass dies auch für hVPS41 gilt, kann vermutet werden, dass eine 
Oligomerisierung von hVPS41 zur Oligomerisierung von Apaf-1 beitragen könnte. Die 
Oligomerisierung von Apaf-1 ist für die Aktivierung von Caspase-9 notwendig (Srinivasula et 
al., Mol Cell  1998; Adrian et al., J Biol Chem 1999). Andererseits ist es möglich, dass hVPS41 
ein negativer Regulator von Apaf-1 ist, indem es an Apaf-1 bindet und es dadurch sterisch 
behindert. Folglich könnte Apaf-1 womöglich kein funktionelles Apoptosom bilden und 
Procaspase-9 nicht aktivieren. Auf diese Weise könnte das hVPS41-Protein während der 
Apoptose als Inhibitor wirken, indem es die intrazellulären Apaf-1-Mengen, die für die 
Procaspase-9-Aktivierung notwendig sind, herabsetzt. Diese mögliche  Eigenschaft von hVPS41 
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müsste anhand geeigneter Experimente näher untersucht werden. In diesem Zusammenhang 
bliebe zu klären, welche Veränderungen am hVPS41-Protein während der Apoptose vor sich 
gehen. Beispielsweise wäre die intrazelluläre Lokalisation dieses Proteins zu analysieren und die 
mögliche Eigenschaft von hVPS41 zu untersuchen, in menschlichen Zellen höher molekulare 
Komplexe mit sich selbst und/oder mit Apaf-1 zu bilden. 
 
In den obigen Überlegungen wird davon ausgegangen, dass vollständiges hVPS41 mit  
Apaf-1 interagieren kann. Aus den Arbeiten von Ward et al (s. o.) und der in dieser Arbeit 
festgestellten Interaktion zwischen der CARD-Domäne von Apaf-1 und hVPS41678-854 kann 
geschlossen werden, dass die Interaktion zwischen den beiden vollständigen Proteinen in vivo 
möglicherweise über die jeweiligen Domänen, die RING-H2-Domäne und die CARD-Domäne, 
erfolgt. Um jedoch die Interaktion zwischen den vollständigen Proteinen genauer zu bestimmen, 
müsste man beide Proteine in ihrer gesamten Länge klonieren und mittels geeigneter Experi-
mente untersuchen. Solche Experimente könnten beispielsweise Interaction Trap- oder Ko-
Präzipitierungsexperimente sein. Außerdem könnte man hVPS41678-854 in  Zellen überexpri-
mieren und anschließend die intrazelluläre Lokalisation von Apaf-1 bestimmen. Eine unver-
änderte Lokalisation von Apaf-1 würde auf eine Interaktion zwischen Apaf-1 und hVPS41, die 
nicht durch hVPS41678-854 gestört wird, hindeuten. 
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4.  Material und Methoden 
 
 
4. 1  Material 
 
In diesem Abschnitt werden alle Geräte und Reagenzien aufgeführt, die in dieser Arbeit 
verwendet worden sind. Nicht aufgeführt sind die üblichen Labormaterialien wie z. B. 
Analysenwaagen, Zentrifugen- und Rundbodenröhrchen, Sterilfilter, Parafilm, Petrischalen,  
1,5 ml Reaktionsgefäße, Mikroliterpipetten, Glasgefässe etc. 
 
 



























Essigsäure (100 %ig, p. a.) 
Ethanol (96 %ig, p. a.) 
Ethidiumbromid 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 
Formalin-Lösung (37 %ig) 
Formamid (100 %ig) 
Biorad, Hercules, CA, USA 
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 
Sigma, Deisenhofen 







Difco, Detroit, Mi, USA 
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Fötales Kälberserum (FKS) 
D-Galactose 






























PBS Dulbecco (w/o Ca2+, Mg2+) 
Penicillin/Streptomycin 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1) 
Polyethylenglycol 3350, 4000 
Polyethylensorbitan Monolaurat (Tween 20) 
L-Phenylalanin 
5x Reporter-Lysepuffer 
RPMI 1640 Medium (mit GlutaMAX-ITM) 
Saccharose 
Salmon Sperm DNA (Na-Salz) 






Triton X-100  




Difco, Detroit, Mi, USA 
Sigma, Deisenhofen 





Fluka, Neu-Ulm  





























Promega, Madison, WI, USA 
Gibco BRL, Rockville, MD, USA 
Sigma, Deisenhofen 



















Wasser für die Chromatographie (LiChrosolv®) 
X-Galaktopyranosid (X-Gal) 







Gibco BRL, Rockville, MD, USA 
Difco, Detroit, Mi, USA 
 
 

















































Ac-P35 in Bakterien 
exprimiert, auf- 
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4. 1. 3  Enzyme 
 
Hier sind diejenigen Enzyme aufgelistet, die für Klonierungsexperimente eingesetzt wurden. Re-
striktionsenzyme, die dazu eingesetzt wurden, den Einbau bzw. die Orientierung eines DNA- 
Fragments in einen Klonierungsvektor zu überprüfen, werden hier nicht im Einzelnen aufgeführt. 









Pfu Turbo DNA Polymerase 
T4 DNA Ligase 
T4 DNA Polymerase  
Taq- DNA Polymerase 
RNAse A 
Restriktionsenzyme (BamHI, 
EcoRI, HindIII, SacI, SalI, 
Sma1, XhoI) 
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 
Stratagene, La Jolla, CA, USA 
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 
F. Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 
Promega, Madison, WI, USA 
Sigma, Deisenhofen 
BioLabs, New England 
GibcoBRL, Rockville, MD, USA 





4. 1. 4  Plasmide/Vektoren 
 
Auf die Konstruktion von Plasmiden, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, wird 
nicht im Detail eingegangen (Ausnahme: pLexA/p35 und pGEM-7/p35); sie  wurden durch 
konventionelle Klonierungstechniken generiert (vgl. Abschnitt 4. 2. 1. 11). 
 
 
4. 1. 4. 1  Interaction Trap-Vektoren/Plasmide 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Interaction Trap-Fusionsplasmide mit Ausnahme von 
pLexA/CARD(Caspase-9), pLexA/CARD(Caspase 2), pLexA/Int β7 und pJG4-5/ GABI wurden 
sequenziert, um den Erhalt des Leserahmens bei der Subklonierung der DNA-Sequenzen in die 
jeweiligen Bait- oder Prey-Ausgangsvektoren zu bestätigen.  
 





Eigenschaften Insert-DNA Referenz 






(kodiert für AS 1-202), 
ADH-Terminationssignal, 
Größe: 10000 Bp 
 
 





pLexA/p35 Bait-Fusionsplasmid  Kodierende Region des 
p35-Gens (kodiert für 
Aminosäure 1-299) aus 
Autographa californica,  
Größe des subklonierten 
Inserts: ca. 1000 Bp 
Eigene Herstel-
lung (Abschnitt 




Bait-Fusionsplasmid C-terminale Sequenz 
(kodierend für Aminosäure 
132-299) der kodierenden 
Region des p35-Gens aus 
Autographa californica,   
Größe des subklonierten 





Bait-Fusionsplasmid  N-terminale Sequenz 
(kodierend für Aminosäure 
1-147) der kodierenden 
Region des p35-Gens aus 
Autographa californica,   
Größe des subklonierten 





Bait-Fusionsplasmid Komplette kodierende 
Sequenz der humanen 
RNA-Polymerase II-
Untereinheit 11 (kodierend 
für Aminosäure 1-117),  






Bait-Fusionsplasmid  CARD-Domäne von Apaf-
1 (H. sapiens) (Wilhelm 
and Häcker), 
unveröffentlicht), 






Bait-Fusionsplasmid WD-40-Domäne von Apaf-
1 (H. sapiens) (Wilhelm 
and Häcker), 
unveröffentlicht) 















Bait-Fusionsplasmid CARD-Domäne von 
Caspase-9 (Homo sapiens) 
(Wilhelm and Häcker, 
unveröffentlicht), 






Bait-Fusionsplasmid CARD-Domäne von 
Caspase-2 Homo sapiens, 
(Wilhelm and Häcker, 
unveröffentlicht), 




Int β7  
Bait-Plasmid, dass im 
Hefestamm  S. cerev. EGY 
48/pJK103/Integrin β7 
enthalten ist und dessen 





Domäne von humanem 
Integrin β7 
Rietzler et al., J 
Biol Chem 1998b 






Lokalisationssequenz  NLS, 
Aktivierungsdomäne B42 
(245 Bp), CYC1 
Terminationssignal, 
Größe: 5800 Bp 
cDNA-Fragmente von 
Genbanken, die aus Jurkat-













System (Screen Nr. 312,2, 
siehe Abschnitt 2. 1. 1) 
isoliertes Prey-Plasmid, 
dessen Fusionsprotein 
B42/hRPB11 mit dem 
Fusionsprotein LexA/p35 
interagierte, Ausgangs-
vektor für Klonierung des 
Expressionsplasmids 
pEFSEM/ hRPB11 
hRPB11-cDNA aus Hybrid 
HunterTM Jurkat und 
Human Placenta c-DNA-
Genbank, 
Größe des Inserts (nach 
Eco RI-Verdau):  
ca. 580 Bp 
 






Lokalisations-sequenz  NLS, 
Aktivierungsdomäne B42, 
ADH-Terminationssignal, 
Größe: 6449 Bp 
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pJG4-5/p35 Prey-Fusionsplasmid  Kodierende Region des 
p35-Gens aus Autographa 
californica,  
Größe des subklonierten 





Prey-Fusionsplasmid N-terminale Sequenz der 
kodierenden Region (s.o.) 
des p35-Gens aus 
Autographa californica,   
Größe des subklonierten 






System isoliertes Prey- 
Plasmid, dessen 
Fusionsprotein mit humanem 
Integrin β7 interagierte 
cDNA-Fragment von einer 
Genbank, die aus Jurkat- 
Zellen gewonnen wurde 
und dessen vollständige 
Sequenz die Bezeichnung 
GABI erhielt (GABI wurde 







pSH18-34 LacZ-Reporterplasmid, das 
im Hefestamm S. cerev. 
EGY 48/pSH18-34 enthalten 
ist; 
Ampr, URA3-Selektions-
marker, 8 LexA Operator-
Bindungsstellen, LacZ-Gen, 
Größe: 10,5 Kb 
 Estojak et al., 









pJK103 LacZ-Reporterplasmid, das 
im Hefestamm S. cerev. 
EGY 48/pJK103/Integrin β7 
enthalten ist; 
Ampr, URA3-Selektions-
marker, 2 LexA Operator-
Bindungsstellen, LacZ-Gen, 
Größe: 10,3 Kb 
 Estojak et al., 






a Plasmid/Vektor wurde zur Verfügung gestellt 
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4. 1. 4. 2  Sonstige Ausgangsplasmide und -vektoren 
 
Name Eigenschaften Insert-DNA Referenz 
pBluescript/p35 Ausgangsplasmid für die 
Klonierung der Bait-Fusions-
plasmide pLexA/p35, pLexA/N-
p35, pJG4-5/N-p35 und  
pLexA/C-p35; 
Ampr, T7/T3-Promoter (für in 
vitro Translation) 
Kodierende Region 
des p35-Gens aus 
Autographa 
californica 
Hay et al., Cell 
1995b 
pGEM-7/p35 Ausgangsplasmid für die 
Klonierung des Bait-
Fusionsplasmids pLexA/p35 










 4. 2. 1. 11.,      
 Punkt 7) 
pcDNA3/Apaf-1 Ausgangsplasmid für die 
Klonierung der Bait-
Fusionsplasmide pLexA/CARD 






Gens (H. sapiens) 








Ampr, EF-1α-Promoter (1185Bp) 




a Plasmid/Vektor wurde zur Verfügung gestellt 




4. 1. 4. 3  Plasmide für Reporter-Assays 
 
4. 1. 4. 3. 1  Reporterplasmide 
 
Alle Reporterplasmide enthalten die codierende Region des Glühwürmchen-Luciferasegens 
(Luc) als Reportergen für die Promoteraktivität. 
 
Name Backbone Promoter Referenz 
E-Cad-Luc pGL2-Basic: 
Luciferasegen luc 




Dr. K. M. Hajra, University of 
Michigan, MI, USAa 
β-Actin-Luc pGL3-Basic: 
Luciferasegen luc+ 















Dr. R. M.Vabulas, Technische 
Universität Münchena 
MHC-I-Luc pGL3-Basic MHC-I-Promoter 
(2000 Bp) 
Dr. R. M.Vabulas, Technische 
Universität Münchena 
Hsp-70-Luc pGL3-Basic Hsp-70-Promoter 
 
Dr. R. M.Vabulas, Technische 
Universität Münchena 
WNT-Luc pGL3-Basic WNT-Promoter Dr. R. M.Vabulas, Technische 
Universität Münchena 
IL-2-Luc pGL3-Basic IL-2-Promoter Dr. H. Häcker, Technische 
Universität Münchena 
IL-8-Luc pGL3-Basic IL-8-Promoter Dr. H. Häcker, Technische 
Universität Münchena 
AP-1-Luc pGL3-Basic AP-1-Promoter Dr. H. Häcker, Technische 
Universität Münchena 
IgH-Luc pGL3-Basic Igκ-Promoter Dr. H. Häcker, Technische 
Universität Münchena 
ELAM-Luc pGL2-Basic ELAM-Promoter 
(782 Bp) 
Dr. C. Kirschner, Technische 
Universität Münchena 
a Plasmid wurde zur Verfügung gestellt 
 
 
4. 1. 4. 3. 2  Expressionsplasmide 
 
In diesen Konstrukten steht die Expression des jeweiligen Proteins unter der Kontrolle des in 
Säugetierzellen konstitutiv aktiven Elongationsfaktor (EF)-Promoters (Modifikationen des 





Exprimiertes Protein Referenz 




(FLAG-Tag ist C-terminal) 
Eigene Herstellung 
pEF-SEM/ hRPB11 Protein der RNA-Polymerase II-
Untereinheit 11 (H. sapiens) 
Eigene Herstellung 
pCMV/hRPB11-GFP Protein der RNA-Polymerase II-
Untereinheit 11 (H. sapiens), 
fusioniert mit Green Fluorescent 
Protein (GFP) 
Dr. M. Vigneron, Louis 
Pasteur-Universität, Illkirch, 
Frankreicha 
pEF/bcl-2 Bcl-2-Protein (H. sapiens) Dr. David Huang/Dr. Jerry 
Adams, WEHI, Melbourne, 
Australiena 
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4. 1. 5  Synthetische Oligonukleotide (Primer) 
 
Alle Primer wurden in lyophilisiertem Zustand von der Firma Metabion, Martinsried,  






Sequenz ( 5'→ 3') Verwendung 
YES-S GATGTTAACGATAC
CAGC C 
pYESTrp-spezifischer Forward-Primer zur 
PCR-Amplifikation von Interaktor-cDNA 
aus blauen Hefekolonien im Zuge des 
Interaction Trap sowie für die 
Sequenzierung der ermittelten Interaktoren 
(Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 7 u. 8) 
YES-AS GCTCTAGAGCGTGA
ATGTAAGCGTGAC 
pYESTrp-spezifischer Reverse-Primer zur 
PCR-Amplifikation von Interaktor-cDNA 
aus blauen Hefekolonien im Zuge des 







pYESTrp-spezifische Primer zur PCR-
Amplifikation von Interaktor-cDNA aus 
blauen Hefeklonen im Zuge des Interaction 






PCR-Amplifikation des N-Terminus von 
Ac-p35 aus pBlueskript/p35 für die 
Klonierung in pLexA202 und  
pJG4-5 








PCR-Amplifikation der CARD-Domäne 
von Apaf-1 (H. sapiens) aus 
pcDNA3/Apaf-1 für die Klonierung in 
pLexA202 









PCR-Amplifikation der WD-40-Domäne 
von Apaf-1 (H. sapiens) aus 





GCCCCTACTC AAT  
PCR-Amplifikation von hRPB11 aus 
pYESTrp/hRPB11 (k95.1) für die 
Klonierung in pLexA202 und zur Identi- 
fizierung von K96.11 und K194.11 aus  
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Autoklav S-ECZ Wolf Sanoclav, Geislingen 
Blotkammer Mini Trans-BlotCell Biorad, Hercules, CA, USA 
Brutschränke: 
 










DNA-Sequenzierautomat 373 DNA Sequencer 
Stretch 









Max Submarine Unit 
HE99X 





Hoefer, San Francisco, CA, USA  
 
Hoefer, San Francisco, CA, USA 
Elektroporationsapparat Gene Pulser Biorad, Hercules, CA, USA 
Luminometer Lumat LB9507 EG&G Berthold, Bad Wildbad 
Lichtmikroskope 
Konfokales Mikroskop 
ID203, Axiovert 100 





PCR-Geräte DNA Thermal Cycler 
UNO-Thermoblock 
TRIO-Thermoblock 
Perkin Elmer, Norwalk, CT USA 
Biometra, Göttingen 
Biometra, Göttingen 


















Hoefer, San Francisco, CA, USA 
 
Amersham Pharmacia Biotech, 
Uppsala, Schweden  
Sterilwerkbank HERAsafe HSP 18 Heraeus, Hanau 
UV-Transluminator Eagle Eye II - Still 
Video System 
 







Biofuge 13, 15R 
Omnifuge 2.ORS 
Sorvall RC 26 Plus 
 
 
Heraeus, Hanau  
Heraeus, Hanau 
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4. 1. 7  Sonstige Materialien 
 
Kits zur DNA-Aufreinigung: 
QIAGEN Plasmid Midi, Maxi Kit 
QIAprep Spin Miniprep Kit 
QIAEX II Gel Extraction Kit  
QIAquick PCR Purification Kit 
 
Sonstige Kits: 
DNA Ligation Kit 
DNA-Sequenzierungs-Kit: 
ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle  
Sequencing Ready Reaction Kit 




100 Bp DNA Ladder 
1 kBp DNA Extension Ladder 
Protein-Marker: 
SeeblueTM Pre-Stained Standards 
 
Western-Blot: 
HyperfilmTM ECLTM Chemiluminescence   
Film 
 
Protran ® BA 85 Nitrocellulose Transfer   
Membran 





Falcon® Zellkulturschalen IntegridTM  
150 x  25 mm 
Falcon® Zellkulturschalen 100 x 20 mm 
Falcon® Zellkulturplatten MultiwellTM,   




Gene Pulser® Elektroporationsküvetten, 
0,4 cm Elektrodenabstand 
EQUIBIO Elektroporationsküvetten,  








Takara Biochemicals, Berkeley, CA, USA 
 
 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 




Gibco BRL, Rockville, MD, USA 
Gibco BRL, Rockville, MD, USA 
 




Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
 
Schleicher & Schüll,  Dassel 
 
NEN, Boston, MA, USA 




Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 
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4. 1. 8  Lösungen, Stammlösungen und Puffer 
 
Alle Lösungen und Puffer wurden mit H2Obidest angesetzt. Wenn ein anderes Lösungsmittel als 
Wasser verwendet wurde, ist dies entprechend vermerkt. Ebenso wird darauf hingewiesen, wenn 
Lösungen zusätzlich sterilfiltriert oder autoklaviert wurden. 
Puffer, die in gebrauchsfertigem Zustand, als Trockenmischung oder als Stammlösung von den 











































40 % (w/v) Saccharose, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
2 M Tris, 1 M Eisessig, 0,05 M EDTA (pH 8,0) 
 
 
25 mM EDTA (pH 8,0), 5 % (w/v) Dextranblau 




100 mM Tris-HCl (pH 8,3), 500 mM KCl, 20 mM  
MgCl2, 0,1 % (w/v) Gelatine  
1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM GTP, 1 mM dTTP 




10 % (w/v) APS 
5 % (w/v) Magermilchpulver, 0,1 % (v/v) Tween 20 
125 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,25 M Glycin,  
0,5 % (w/v) SDS 
200 mM Tris-HCl (pH 6,8), 400 mM DTT, 8 % (w/v)  
SDS, 40 % (v/v) Glycerol, 0,1 % (w/v) Bromphenol- 
blau 
10 % (w/v) SDS 
96 mM Tris-HCl (pH 8,0), 78 mM Glycin, 0,074 %   
(w/v) SDS  
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
65 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) 




0,083 % L-Adenin, 0,04 % L-Arginin, 0,2 % L-Aspartat, 
0,2 % L-Glutamat, 0,06 % L-Lysin, 0,04 % L-Methionin,
0,1 % L-Phenylalanin, 0,75 % L-Serin  
0,4 % L-Threonin, 0,06 % L-Tyrosin, 0,3 % L-Valin 
(alle AS w/v), sterilfiltriert 
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1 x TSS 
 
Glycerol, 10 %ig 
 
Ampicillin-Stammlösung 









Transformation von E. coli: 
5x KCM-Puffer 
300 mM NaH2PO4, 400 mM Na2HPO4, autoklaviert 
(1 bar, 121°C, 20 min.) 
0,24 % (w/v) L-Histidin, sterilfiltriert 
0,72 % (w/v) L-Leucin, sterilfiltriert 
0,48 % (w/v) L-Tryptophan, sterilfiltriert 
0,24 % (w/v) Uracil, sterilfiltriert 
1 M D-Galactosee, sterilfiltriert 
1 M D-Glucose, sterilfiltriert 
 
 
4 % (w/v) X-Gal (in DMF), sterilfiltriert 
 
8 M Harnstoff, 5 % (w/v) SDS, 40 mM Tris-HCl  
(pH 6,8), 0,1 mM EDTA, 1 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 
0,04 % (w/v) Bromphenolblau  
65 % (v/v) Glycerol, 0,1 M MgSO4, 25 mM Tris-HCl 
(pH 8,0), autoklaviert (1 bar, 121°C, 20 min.) 
2,5 M LiCl, 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 4 % (v/v)Triton  
X-100, 62,5 mM EDTA 
1 M Li-Acetat, pH 7,5, sterilfiltriert 
100 mM Li-Acetat (pH 7,5), 40 % (w/v) PEG-3350, 
10 mM Tris-HCl (pH 7,5), autoklaviert (1 bar, 121°C,  
20 min.) 





10 % (w/v) PEG-4000, 5 % (v/v) DMSO, 50 mM MgCl  
(pH 6,5), in LB, sterilfiltriert 
10 % (v/v) Glycerol 
 
5 % (w/v) Ampicillin, sterilfiltriert 
70 % (v/v) Ethanol 
3 M Na-Acetat, pH 4,8 
 
 
50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM 
EDTA (pH 8,0),  
0,2 N NaOH, 1 % (w/v) SDS, frisch hergestellt 
3 M K-Acetat, 11,5 % (v/v) Eisessig 
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4. 1. 9  Medien 
 
4. 1. 9. 1  Medien für die Bakterienkultur 
 
LB-(Luria-Bertani)-Medium: 
1 % (w/v) Bacto-Trypton  
0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
1 % (w/v) NaCl, pH 7,2 
autoklaviert (1 bar, 121°C, 20 min.) 
 
SOC-Medium: 
2 % (w/v) Trypton  
0,5 % (w/v) Hefeextrakt  
8,5 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
10 mM MgCl2, pH 7,0 
autoklaviert (1 bar, 121°C, 20 min.), auf  
<55°C abgekühlt 
2 % (v/v) 1 M Glucoselösung 
 
Für die Herstellung fester LB-Nährmedien wurde vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v)  
Bacto-Agar zugesetzt. Zur positiven Selektion plasmidhaltiger Bakterien wurde dem Medium 
Ampicillin hinzugefügt. Die Zugabe von Ampicillin (Endkonzentration: 100 mg/l) erfolgte nach 
Abkühlen auf <55°C.  
 
 
4. 1. 9. 2  Medien für die Hefekultur (S. cerevisiae EGY 48) 
 
Grundmedium: 
0,67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base  w/o AS 
5 % (v/v) Aminosäure-Dropout-Mix 
autoklaviert (1 bar, 121°C, 20 min.), auf <55°C abgekühlt 
10 % 1 M Glucose/Galactoselösung 
Selektivmedien: 
Für die Herstellung der verschiedenen Selektivmedien wurden zu dem Grundmedium  je 0,83 
% (v/v) der Histidin-, Leucin-, Tryptophan- und Uracil-Stammlösungen in unterschiedlichen  
Kombinationen hinzugefügt 
 











*U- + + + - - 
*UH- + - + - - 
*UHW- + - - - - 
**UHWL- - - - - - 
**UHWL--X-Gal - - - - + 
*UHL- - - + - - 
**W- + + - + - 
*Im Grundmedium 10 % (v/v) 1 M Glucoselösung  
**Im Grundmedium 10 % (v/v) 1 M Galactoselösung 
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Für die Herstellung fester Medien wurde vor dem Autoklavieren 2 % (w/v) Bacto-Agar  
sowie 0,01 % (w/v) NaOH zugesetzt.  
Für die Herstellung der β-Galactosidase-Indikatorplatten wurden zu dem Grundmedium 
10 % (v/v) 0,7 M 10 x  BU-Salzlösung sowie 0,2 % (v/v) X-Gal-Stammlösung  
hinzugefügt. 
Zu allen Medien wurden als bakterienhemmende Wirkstoffe  Kanamycin 




4. 1. 9. 3  Medien für die Zellkultur 
 
Click's RPMI 1640 
Trockenmedium Click/RPMI 1640 (1:1, w L-Glutamin, w/o NaHCO3) der Firma Biochrom,  
supplementiert mit: 
1,175 g/l NaHCO3 
2,383 g /l HEPES 
10 % (v/v) FKS 
1 % L-Glutamin  




Trockenmedium Dulbecco’s MEM (w D-Glucose, w L-Glutamin, w/o NaHCO3,  
w/o Na-Pyruvat) der Firma Biochrom, supplementiert mit: 
3,7 g/l NaHCO3 
10 % (v/v) FKS 
1 % L-Glutamin  




Flüssigmedium RPMI 1640 (mit GlutaMAX-ITM) der Firma Gibco, supplementiert mit: 
10 % (v/v) FKS 
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Lösung 
pH 7,1 
 
FKS wurde zur Inaktivierung von Komplementfaktoren vor Gebrauch 30 Minuten auf 56 °C 
erhitzt. 
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4. 1. 10  Mikroorganismen und Zellinien 
 
 
4. 1. 10. 1  Bakterien 
 
Für sämtliche Arbeiten zur Amplifikation von Plasmidvektoren wurde der Bakterienstamm 
Escherichia coli DH5α verwendet. 
 
Genotyp:  supE44 ∆lacU169 (ф80 lacZ ∆M15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
 
Referenz: Sambrook and Russel, 2001 
 
 
4. 1. 10. 2  Hefen 
 
Für die Durchführung des Interaction Trap-Systems wurden die Hefestämme Saccharomyces 
cerevisiae EGY 48/pSH18-34 (Invitrogen) und Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pJK103 (zur 
Verfügung gestellt von M. Rietzler, AG Prof. Holzmann, Technische Universität München) 
verwendet. Beide Hefestämme leiten sich aus dem Hefestamm Saccharomyces cerevisiae  
EGY 48 (Estojak et al., Mol Cell Biol 1995) her, der mit dem Reporterplasmid pSH18-34 bzw. 
pJK103 transformiert wurde. 
 
Genotyp: MATα ura3 trp1 his3 6lexAop-LEU2 
  URA3::(8lexAop-lacZ) [bei S. cerevisiae EGY 48/pJK103: 2 lexAop-lacZ] 
Phenotyp: Trp-, His-, Leu- 
 
Referenz: Invitrogen, Carlsbad, CA, USA (Catalog 2001 und Manual Hybrid Hunter™,  
Version A) 
 
Infolge der genomischen Mutationen ist der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48 in 
Bezug auf die Aminosäuren Tryptophan, Histidin und Leucin sowie auf die Pyrimidinbase Uracil 
auxotroph, d.h. er ist für das Wachstum auf die Zuführung dieser Komponenten von außen an-
gewiesen. Da die verwendeten Hefestämme bereits die Reporterplasmide pSH18-34 bzw. 
pJK103 integriert haben, die jeweils das Gen URA3 für die Uracilsynthese enthalten, ist die 
Uracil-Auxotrophie jedoch aufgehoben. Die Defizienz für die Synthese der Aminosäuren 
Tryptophan und Histidin kann durch die entsprechenden plasmid-kodierten Gene (TRP1 und 
HIS3) revertiert werden und ermöglicht dadurch die Selektion auf den Erhalt dieser Plasmide bei 
Wachstum auf Medien mit entsprechendem Aminosäuremangel. Die Auxotrophie bezüglich der  
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Aminosäure Leucin kann nur nach Bindung des Transkriptionsfaktors LexA/B42 an die LexA-
Operatorsequenzen vor dem LEU2-Gen aufgehoben werden. Das LacZ-Gen der Reporter-
plasmide hingegen ermöglicht eine Selektion von Hefeklonen aufgrund ihrer Blaufärbung (siehe 
Abschnitt 4. 2. 1. 13. 1). 
 
Folgende Selektivmedien wurden eingesetzt (vgl. Abschnitt 4. 1. 9. 2), um einen Selektionsdruck 















pSH18-34 + LexA-Bait-Plasmid 
pSH18-34 + LexA-Bait-Plasmid + pYESTrp  
pSH18-34 + LexA-Bait-Plasmid + pYESTrp + LEU2-Genaktivität  
pSH18-34 + LexA-Bait-Plasmid + pYESTrp + LEU2-Genaktivität + 
LacZ-Genaktivität  
pSH18-34 + LexA-Bait-Plasmid + LEU2-Genaktivität  





Die Selektionsmedien enthielten alle erforderlichen Wachstumskomponenten außer den jeweils 
angegebenen (U, Uracil, H, Histidin, W, Tryptophan, L, Leucin) 
Der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pJK103/pLexA/Integrin β7 wurde von M. 
Rietzler(AG Prof. B. Holzmann, Technische Universität München) zur Verfügung gestellt. 
Dieser Hefestamm leitet sich aus dem Hefestamm Saccharomyces cerevisiae EGY 48 her, in den 
das Reporterplasmid pJK103 sowie das Bait-Plasmid pLexA/Integrin β7 transformiert wurde 
(siehe Rietzler et al., J Biol Chem 1998). Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pJK103/pLexA/ 
Integrin β7 wurde bei der Durchführung des Interaction Trap als Kontrolle verwendet (Abschnitt 
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4. 1. 10. 3  Zellinien 
 


























Jurkat Humane T-Zell Leukämie Etabliert im Jahre 1976 aus 
dem peripheren Blut eines 
Jugendlichen mit akuter 
lymphoblastischer Leukämie 
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4. 2  Methoden 
 
 
4. 2. 1  Molekularbiologische und biochemische Standardmethoden 
 
4. 2. 1. 1  Fällen und Reinigung von DNA 
 
Zur Entsalzung und/oder Konzentrierung von Nucleinsäurelösungen wurde die DNA mit reinem 
Ethanol gefällt. Dazu wurden der Probelösung das 2,5fache Volumen Ethanol und 1/10 des 
Probevolumens an 3 M Na-Acetatlösung zugegeben und die DNA bei Raumtemperatur für 20-30 
min gefällt. Nach Zentrifugation (12000 g, 20 min) wurde das Pellet zur Entfernung von Salzen 
mit 70 %igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert und bei 37°C luftgetrocknet. Das getrocknete 
DNA-Pellet wurde in H2Obidest gelöst und bei –20°C aufbewahrt. 
Um Nucleinsäurelösungen von unerwünschten Stoffen wie Proteinen und Lipiden zu befreien, 
wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgeführt. Dabei wurde die Probelösung mit dem 
gleichen Volumen Phenol/Chloroform-Lösung versetzt, durch Vortexen durchmischt und 5 min 
zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde unter Vermeidung der Interphase in ein neues Gefäß 
überführt und mit einem gleichen Volumen Chloroform erneut extrahiert. Die wässrige Phase  
wurde anschließend einer Ethanolfällung unterworfen. 
Eine andere Möglichkeit der DNA-Reinigung bestand im Einsatz von Silicagel-Säulchen zur 
Adsorption der DNA bei hohen Salzkonzentrationen. Nach der Adsorption und einem Wasch-
Schritt wurde die DNA mit H2Obidest von der Säule eluiert. Zur DNA-Reinigung nach dieser 
Methode  wurde das QIAquick PCR Purification Kit der Firma Qiagen verwendet, wobei mit den 
Reagenzien und Materialien des Herstellers und nach seinen Vorschriften gearbeitet wurde. 
Um DNA aus Agarosegelen anzureinigen wurde die DNA-Bande im UV-Licht mit einem 
Scalpell aus dem Agarosegel herausgeschnitten, in einem Hochsalzpuffer gelöst und mit einer 
Silica-Suspension versetzt. Nach Adsorption an die Silica-Partikel sowie mehreren 
Waschschritten  wurde die DNA mit H2Obidest eluiert. Die Anreinigung von DNA aus 
Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAEX II Gel Extraction Kit der Firma Qiagen, wobei mit 
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4. 2. 1. 2  Präparation von DNA 
 
4. 2. 1. 2. 1  Präparation im kleinen Maßstab (Minipräparationen) 
 
Die Minipräparation von DNA nach der Methode der alkalischen Lyse erfolgte nach den 
Vorschriften aus Sambrook and Russel, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook 
and Russel, Cold Spring Harbor Laboratory Press 2001) und stellt eine modifizierte Version der 
Methode von Birnboim and Doly (Birnboim and Doly, Nucl. Acids Res 1979) dar. Bei dieser 
Methode der alkalischen Lyse wird die DNA bei stark alkalischem pH denaturiert. Nach der 
Neutralisation mit Essigsäure hybridisieren die beiden Stränge der Plasmid-DNA rasch wieder, 
während die weit größere chromosomale DNA einzelsträngig bleibt und ausfällt (Mülhardt, 
Spektrum Akad Verlag 2000). 
 
Um Plasmid-DNA, die zuvor in Bakterien transformiert worden ist zu isolieren und zu reinigen, 
muss sie zunächst in einer Übernachtkultur amplifiziert werden. Zur Amplifikation der DNA 
wurden 2 ml Ampicillin-enthaltendes LB-Medium (100 µg/ml Ampicillin) mit je einer Kolonie 
der transformierten Bakterien (siehe Punkt 4. 2. 1. 4) beimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Von den Übernachtkulturen wurden jeweils 1,5 ml entnommen und zentrifugiert (12000 g,  
1 min), und das Bakterienpellet wurde in 100 µl Lösung I resuspendiert. Anschließend  wurden 
200 µl Lösung II hinzugegeben, gemischt und 5 min auf Eis inkubiert, bis die Bakterien lysiert 
waren. Dann wurden 150 µl Lösung III zur Neutralisation hinzugegeben, und die Lösung wurde 
bei 12000g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand  wurde einer Phenol-Chloroform-Extraktion 
mit anschließender Ethanolfällung unterworfen. Die Ethanolfällung wurde mit dem 2fachen 
Volumen Ethanol und ohne Zugabe von Na-Acetat vorgenommen (vgl. Punkt  4. 2. 1. 1.) Das 
trockene DNA-Pellet wurde in 50 µl TE Puffer, dass 10 mg/ml DNAse-freie RNAse A enthielt, 
gelöst und die Lösung wurde bei –20°C aufbewahrt. 
 
Eine weitaus schnellere Methode der Minipräparation bot der Einsatz von Silicagel-Säulchen. 
Hier wurden die Bakterien ebenfalls unter alkalischen Bedingungen lysiert und die 
chromosomale DNA von der Plasmid-DNA getrennt. Zur Abtrennung von Proteinen, RNA und 
Meta-boliten wurde die Plasmid-DNA selektiv und unter hohen Salzkonzentrationen an eine 
Silicagel-Membran gebunden. Nach einem Wasch-Schritt wurde sie mit H2Obidest von dem 
Silicagel-Säulchen eluiert. Zur DNA-Präparation nach dieser Methode  wurde das QIAprep Spin 
Miniprep Kit der Firma Qiagen verwendet, wobei mit den Reagenzien und Materialien des  
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Herstellers und nach seinen Vorschriften gearbeitet wurde. 
 
Im Zuge der Klonierung von DNA-Fragmenten (siehe Abschnitt 4. 2. 1. 12) wurden 
Minipräparationen zum Zwecke des analytischen Restriktionsverdaus, d. h. zur Überprüfung der 
Anwesen-heit bzw. richtigen Orientierung eines DNA-Fragments nach Ligation in einen 
Klonierungsvektor durchgeführt. Dazu wurden typischerweise nach Transformation des 
Ligationsproduktes 8-12 Minipräparationen gemacht und die gereinigte DNA mit 
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut. Aus einem Teil der Übernachtkultur desjenigen 
Minipreps, welches das korrekt ligierte Produkt enthielt, wurde wiederum eine Übernachtkultur 
für eine Midi-oder Maxipräparation (siehe Abschnitt 4. 2. 1. 2. 1) des Ligationsproduktes 
angesetzt. Auf diese Weise stand ein fertig ligiertes Produkt in ausreichend hoher Menge und 
Reinheit für eine Vielzahl weiterer Experimente zur Verfügung. 
 
 
4. 2. 1. 2. 2  Präparation im großen Maßstab (Midi- oder Maxipräparationen) 
 
Hier wurde Plasmid-DNA, die in 30 ml (Midipräparation) oder 100 ml (Maxipräparation) 
Bakterien-Übernachtkultur amplifiziert worden war, nach dem gleichen Prinzip wie bei den 
Minipräparationen gewonnen. Zur Reinigung wurden jedoch Anionenaustauschersäulen 
verwendet, wobei die negativ geladene Plasmid-DNA an die positiv geladenen DEAE-Gruppen 
des Anionenaustauschers gebunden wurde. Verunreinigungen wie RNA, Proteine oder Kohlen-
hydrate wurden mit einem Puffer mittelstarker Salzkonzentration von der Säule gewaschen. Die 
Plasmid-DNA wurde mit einem Hochsalzpuffer eluiert. Anschließend erfolgte die Fällung der 
Plasmid-DNA mit Isopropanol. Zum Schluss wurde das getrocknete, durch Waschen mit  
70 %igem Ethanol von Salzen befreite DNA-Pellet in einem Volumen von 400-500 µl H2Obidest 
aufgenommen und bei –20°C aufbewahrt. 
Zur DNA-Präparation nach dieser Methode  wurde das QIAGEN Plasmid Midi Kit bzw. 
QIAGEN Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen verwendet, wobei mit den Reagenzien und 
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4. 2. 1. 3  Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Die Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA erfolgte über die Messung der optischen 
Dichte (OD) der gereinigten DNA-Lösung bei einer Wellenlänge von 260 nm  
(Absorptionsmaximum). Dazu wurde die DNA-Lösung um einen definierten Faktor mit 
H2Obidest verdünnt, in eine Quarzküvette überführt, und die Extinktion dieser Lösung wurde im 
Photometer gegen H20bidest gemessen. Aus dem Verhältnis der OD260 nm und der OD280 nm 
konnte außerdem eine Aussage über die Proteinkontamination in der Lösung erhalten werden 
(eine proteinfreie Nucleinsäurelösung weist typischerweise ein Verhältnis von 1,8-2,0 auf). 
Die Konzentration von Nucleinsäurelösungen errechnet sich nach: 
 
 c [µg/ml] = OD260 · V · F   
  
 wobei: 
  c = Konzentration der DNA, V = Verdünnungsfaktor, F = Multiplikationsfaktor 
  (F = 50 für doppesträngige DNA) 
 
 
4. 2. 1. 4  Transformation von Bakterien 
 
Um Plasmid-DNA zu amplifizieren wird sie zuvor in Bakterien eingeschleust. 
Das Prinzip des Transformierens besteht darin, dass E. coli-Zellen hohen Konzentrationen 
bestimmter zweiwertiger Kationen ausgesetzt werden, so dass ein kleiner Anteil von ihnen für 
fremde DNA durchlässig wird  (Lodish, Molekulare Zellbiologie, deGruyter 1996). 
Das eingeführte Plasmid trägt typischerweise ein Resistenzgen wie z. B das Ampicillin-
resistenzgen, welches für das Enzym β-Lactamase kodiert, das das Antibiotikum Ampicillin 
inaktiviert. Durch das Wachstum auf Antibiotikum-haltigem LB-Festmedium bei 37°C können 
nach Inkubation der E. coli-Zellen mit Plasmidvektoren diejenigen Zellen selektioniert werden, 
die das Plasmid aufgenommen haben, da nur sie aufgrund des aufgenommenen Antibiotikum-  
Resistenzgens überleben und wachsen können. 
 
Bei der Transformation des verwendeten Bakterienstammes E. coli DH5α  mit Plasmid-DNA 
wurden zu 100 µl kompetenter Bakterien 100 µl der Plasmid-DNA-Lösung gegeben und für  
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25 min auf Eis gestellt. Die Plasmid-DNA-Lösung wurde hergestellt, indem zu 20 µl 5x KCM-
Puffer 0,1-0,5 ng Plasmid-DNA bzw. 5-10 µl Ligationslösung hinzugegeben und mit H20bidest 
auf 100 µl aufgefüllt wurde. Nach Inkubation auf Eis wurde die Bakterien/DNA-Suspension auf 
42°C für 90 s gehalten (Hitzeschock), auf Eis kurz abgekühlt, mit 800 µl LB-Medium versetzt 
und für 30 min auf 37°C gehalten. Anschließend wurden 0,5-1 ml (bei Ligationen) bzw. 0,1-0,2 
ml (für Plasmid-Präparationen) der Bakteriensuspension auf  eine LB-Agar-Platte mit 100 µg/ml 
Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert (alle in dieser Arbeit verwendeten 
Plasmide waren mit dem Resistenzgen Ampr [das für eine β-Lactamase kodiert] ausgestattet). 
 
Eine andere benutzte Methode der Transformation von Bakterienzellen, die Elektroporation, 
wurde für die Amplifikation des Prey-Plasmids pYESTrp bei der Isolierung von 
Interaktionspartnern im Interaction Trap-System (siehe Abschnitt  4. 2. 2. 1. 2, Punkt 7) 
eingesetzt. Bei diesem Verfahren werden die Zellen nach einem kurzen elektrischen Schock von 
einigen tausend Volt vorübergehend für DNA durchlässig. Dabei entstehen wahrscheinlch 
kurzzeitig Löcher in der Zellmembran, durch die die DNA in die Zellen gelangen kann, bevor 
sich die Löcher wieder schließen (Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996). Mit Hilfe der 
Elektroporation kann eine wesentlich höhere Transformationseffizienz erzielt werden als mit 
chemischen Methoden. Während man sich bei der chemischen Transformation von Bakterien in 
einem Bereich von 106-108 Kolonien je µg Test-DNA befindet, kann man mittels 
Elektroporation eine Effizienz von 109-1010 Transformanten pro µg Test-DNA erreichen 
(Mülhardt, Molekularbiologie, Spektrum Verlag 2000). 
 
Zur Elektroporation von E. coli DH5α wurden 40 µl eisgekühlte und für die Elektroporation 
kompetente Bakterien mit 1 µl der nach Abschnitt  4. 2. 2. 1. 2, Punkt 7 gewonnenen 
Plasmidpräparation versetzt und in eine eisgekühlte Küvette (2 mm Elektrodenabstand) 
überführt. Mit Hilfe des Elektroporationsgerätes wurde an die Elektroden der Küvette ein 
Spannungsimpuls von 2,5 Kilovolt angelegt. Der Spannungsimpuls wurde dabei von einem 
Kondensator mit einer Kapazität von 25 Mikrofarad generiert. Durch die Puls Controller-Einheit 
des Gerätes wurde ein Widerstand von 200 Ohm eingestellt. Sofort nach der Elektroporation 
wurde 1 ml SOC-Medium auf die Bakterienzellen gegeben, vorsichtig durchmischt und  die 
Suspension 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 50 µl der Suspension auf  eine LB-
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4. 2. 1. 4. 1  Herstellen kompetenter Bakterien 
 
Um Bakterienzellen für die DNA-Aufnahme empfänglich zu machen, wurden 500 ml LB-
Medium mit 5 ml einer E. coli DH5α-Übernachtkultur beimpft und bis zum Erreichen einer 
OD600, von 0,3-0,4 bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Die Kultur wurde anschliessend bei 4°C 
10-15 min zentrifugiert (1000 g), der Überstand verworfen und die Zellen in 50 ml eisgekülter, 
frisch bereiteter 1x TSS-Lösung resuspendiert. Die Bakteriensuspension wurde aliquotiert (je 
450 µl), in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –70°C aufbewahrt. Die auf Eis 
aufgetauten Aliquots wurden für die Transformation (siehe Punkt 4. 2. 1. 4) eingesetzt. 
 
Um Bakterien für die Elektroporation kompetent zu machen, wurde zunächst 1 L LB-Medium 
mit 10 ml einer E. coli DH5α-Übernachtkultur beimpft und bis zum Erreichen einer OD600, von 
0,5-0,7 bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Die Kultur wurde anschließend für 30 min auf Eis 
gestellt, danach bei 4°C und 4000 g für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 
und die Zellen in 1 Liter eisgekühlter 10 %iger Glycerinlösung resuspendiert. Nach 
Zentrifugation (4°C, 4000 g, 15 min) der Bakteriensuspension und Verwerfen des Überstandes 
wurden die Zellen in 500 ml eisgekühlter 10 %iger Glycerinlösung resuspendiert und erneut 
zentrifugiert (4°C, 4000 g, 15 min). Das Bakterienpellet wurde dann in 20 ml eisgekühlter 10 
%iger Glycerinlösung resuspendiert und anschließend zentrifugiert (4°C, 4000 g, 15 min). Nach 
Verwerfen des Überstandes wurden die Zellen in 3 ml eisgekühlter 10 %iger Glycerollösung 
aufgenommen und zu je 200 µl-Portionen aliquottiert. Auf einem Trockeneis/Ethanol-Bad 
wurden die Zellen schockgefroren und dann in einer Kühltruhe bei –70°C aufbewahrt. Die auf 
Eis aufgetauten Aliquots wurden für die Elektroporation (siehe Punkt  4. 2. 1. 4) eingesetzt. 
  
 
4. 2. 1. 5  Agarose-Gelelektrophorese 
 
DNA-Fragmente lassen sich elektrophoretisch in Agarosegelen auftrennen. Dazu wird eine 
Spannung an den Enden eines Agarosegeles angelegt und auf diese Weise ein elektrisches Feld 
generiert, in dem die negativ geladenen DNA-Moleküle in Richtung der Anode wandern. Die 
Migrationsgeschwindigkeit der DNA-Moleküle wird durch den Reibungswiderstand der 
Agarosegelmatrix beeinflusst: größere Moleküle werden stärker gebremst als kleinere, so dass 
eine Auftrennung nach Größe erfolgt. Dabei gilt, dass die Migrationsgeschwindigkeit eines 
linearen DNA-Moleküls umgekehrt proportional zum Logarithmus seines Molekulargewichtes  
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ist (Helling, 1974). Das Molekulargewicht eines DNA-Fragments wird mit Hilfe eines 
Molekulargewichtsmarkers, in dem DNA-Fragmente definierter Größe enthalten sind, bestimmt. 
Dazu wird die Laufstrecke des DNA-Fragments mit den Laufstrecken der DNA-Moleküle des 
Molekulargewichtsmarkers verglichen. 
Um DNA-Moleküle im Agarosegel detektieren zu können, wird dem Gel vor der Elektrophorese 
Ethidiumbromid zugesetzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff  schiebt sich zwischen die Basenpaare 
der DNA (Interkalation) und fluoresziert nach Bestrahlung mit UV-Licht (260-360 nm) im rot-
orangen (560 nm) Spektralbereich (Lodish, Molekulare Zellbiologie, 1996). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Agarosegel-Elektrophorese eingesetzt, um DNA-Frag-
mente aufzutrennen, zu detektieren und durch Bestimmung ihres Molekulargewichtes zu 
identifizieren. Weiterhin wurde sie für die Anreinigung von DNA-Fragmenten eingesetzt, wobei 
die betreffenden Banden im UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten und mit dem QIAEX II 
Gel Extraction Kit der Firma Qiagen angereinigt wurden (siehe Abschnitt 4. 2. 1. 1) 
 
Zur Herstellung der Gele wurden 2 g Agarose in 200 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht und nach 
Abkühlen auf Handwärme  mit 4 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Gellösung wurde an-
schließend in eine Gelwanne gegossen, mit Gelkämmen versetzt und zum Auspolymerisieren 
belassen. Danach wurden die Kämme entfernt  und die Gelkammer mit dem erstarrten Gel in 
eine Elektrophorese-Apparatur eingesetzt. Nach Bedecken mit  1x TAE-Elektrophoresepuffer 
wurde das Agarosegel mit den  DNA-Probelösungen sowie dem Molekulargewichtsmarker 
beladen. Die DNA-Probelösungen wurden zuvor mit 6x-Probenpuffer gemischt (5 Teile Pro-
belösung + 1 Teil 6x-Probenpuffer) und in  Volumina von 20-50 µl pro Geltasche appliziert. 
Der verwendete Molekulargewichtsmarker wurde mit 6x-Probenpuffer/H2O auf eine 
Konzentration von 0,2 µg/µl eingestellt und in einer Menge von  1,0-1,5 µg auf das Agarosegel 
appliziert. 
Mit der verwendeten Apparatur wurde die Elektrophorese bei einer Spannung von 150 V und 
einer maximal eingestellten Stromstärke von 400 mA durchgeführt. Die Detektion der DNA-
Fragmente erfolgte im UV-Transluminator bei einer Wellenlänge von 266 nm. Das Banden-
muster konnte mit Hilfe des Gerätes und einer integrierten Software fotografiert und auf einer 
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4. 2. 1. 6  DNA-Amplifikation mittels PCR 
 
Bei der PCR (= Polymerase-Kettenreaktion) kann mittels eines Systems aufeinander folgender 
DNA-Synthesen ein DNA-Abschnitt, der ursprünglich nur in einer Kopie (oder in wenigen 
Kopien) vorliegt, millionenfach angereichert werden (Passarge, Taschenatlas der Genetik, 
Thieme 1994). 
Dazu wird zunächst der zu amplifizierende (doppelsträngige) DNA-Abschnitt durch 
Denaturierung in Einzelstrang-DNA überführt. Im nächsten Schritt binden Oligonukleotide, die 
zu dem 5' bzw. 3'-Ende der zu amplifizierenden Sequenz komplementär sind, an die 
einzelsträngige DNA. Nach diesem Hybridisierungsschritt erfolgt die Synthese des 
Komplementärstranges, wobei die Desoxynucleosid-triphosphate von der DNA-Polymerase 
miteinander verknüpft werden. Diese Phase wird als Primerverlängerung oder Extension 
bezeichnet. Nach der Synthese des Komple-mentärstranges führt eine Wiederholung von 
Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung und Extension über mehrere Zyklen zur 
exponentiellen Anreicherung der gewünschten DNA-Sequenz. 
 
Für die Mehrzahl der durchgeführten PCR-Reaktionen wurden die nachfolgend aufgeführten 







dNTP-Mix (1 mM) 
H20bidest 
10-100 ng 
  1 µl (50 pmol)
  1 µl (50 pmol)
  5 µl 
10 µl 
ad 50 µl 
 
 
Der Reaktionsansatz wurde auf Eis zusammenpipettiert, gemischt und mit 50 µl Mineralöl als 
Verdunstungsschutz überschichtet. Der Ansatz wurde dann in das PCR-Gerät gestellt. Für eine 
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Schritt Temperatur Dauer 
1. Hot Start: 
    Denaturierung 
    Abkühlung (hier wurden 1 µl Taq-DNA Polymerase  
    bzw. 1 µl Pfu Turbo DNA Polymerase zum  






















1  95°C bei einer Dauer von 5 min bei Amplifikation von Interaktoren in E. coli DH5α  
2  50°C bei einer Dauer von 1 min bei PCR von β-Galactosidase-positiven Kolonien  
3  Extensionszeiten wurden je nach Template-Größe gemäß der Beziehung 1000 Bp = 2,5 min 
   berechnet 
 
 
Nachdem die PCR-Reaktion abgeschlossen war, wurden die Proben zur Detektion der amplifi-
zierten DNA-Fragmente einer Agarosegel-Elektrophorese (s. o.) unterworfen. Sollten die DNA-
Fragmente zusätzlich angereinigt werden, so wurden sie mittels QIAEX-II-Extraktion aus dem 
Gel isoliert oder mit Ethanol (aus der PCR-Lösung) gefällt (s. o.). 
 
 
4. 2. 1. 7  DNA-Spaltung mittels Restriktionsendonukleasen 
 
Restriktionsendonukleasen vom Typ II erkennen spezifische palindromische Sequenzen von vier 
bis acht Basenpaaren doppelsträngiger DNA. Sie hydrolysieren die Phosphodiesterbindungen 
beider Stränge, wobei DNA-Moleküle mit definierten Enden entstehen, die sich zu 
Klonierungszwecken eignen.  
 
Für analytische Restriktionsspaltungen wurden 1 µg Plasmid-DNA eingesetzt, für 
Restriktionsspaltungen im Zuge von Klonierungsexperimenten  waren es 2-5 µg Plasmid-DNA. 
Die dabei eingesetzten Enzymmengen betrugen in der Regel 5 Einheiten pro µg DNA. Für 
Restriktionsspaltungen von PCR-Produkten im Zuge von Klonierungsexperimenten wurden die 
PCR-Lösungen mit je 10-20 Einheiten Restriktionsenzym versetzt. Die Reaktionen erfolgten in 
den von den jeweiligen Herstellern mitgelieferten Puffern und wurden gemäß den angegebenen 
Bedingungen (z. B. Inkubationstemperatur und -dauer) durchgeführt. In allen Fällen wurde 
darauf geachtet, dass die Menge des eingesetzten Enzyms 10 % des Reaktionsvolumens nicht  
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überschritt, da zu hohe Glycerinmengen zu unspezifischer Enzymaktivität führen können. 







 x µl (2 µg) 
 4 µl 
10 u 
ad 40 µl 
 
Inkubationstemperatur: 37°C 
Inkubationsdauer: über Nacht 
 
 
Nach dem Restriktionsverdau wurde der Ansatz entweder sofort weiterbehandelt (Aufreinigung, 
diagnostischer Verdau, Klenow-Behandlung usw.) oder bei –20°C für eine spätere Verwendung 
eingefroren. 
In den Fällen, in denen  die zu verdauende DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen 
behandelt werden musste, wurde zunächst mit einem der beiden Enzyme verdaut. Nach einer 
Phenol/Chloroform-Reinigung wurde die DNA anschließend mit dem zweiten Enzym gespalten. 
Der Aufreinigungsschritt konnte jedoch weggelassen werden, falls beide Enzyme in dem 
gleichen Reaktionspuffer eine ausreichend hohe Aktivität besaßen. In einem solchen Falle 
wurden beide Restriktionsenzyme (je 5 u/µg DNA) 
zu dem Reaktionsansatz gegeben. 
 
 
4. 2. 1. 8  Klenow- und T4 DNA-Polymerase 
 
Das Klenowfragment aus der E. coli DNA-Polymerase I und die Bakteriophagen T4 DNA- 
Polymerase sind sich sehr ähnlich: beide Enzyme besitzen die 5'→ 3'-Polymeraseaktivität sowie 
die 3'→ 5' Exonukleaseaktivität. Die Exonukleaseaktivität der T4 DNA-Polymerase ist jedoch 
200fach höher als die des Klenow-Fragments, weshalb man in der Laborpraxis Ersteres für die 
Generierung von glatten Enden bevorzugt.   
 
Nach einem vollständigen Restriktionsverdau wurden zu dem Reaktionsansatz eine Einheit 
Enzym und 100 pmol Desoxynukleosid-triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) hinzugefügt. 
Anschließend wurde der Reaktionsansatz für weitere 15 min bei 37°C inkubiert. Nach der  
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4. 2. 1. 9  Dephosphorylierung von DNA 
 
Um die Religation eines linearen Plasmidvektors mit kompatiblen Enden zu vermeiden und 
somit eine intermolekulare Ligation zwischen Vektor und DNA-Fragment zu begünstigen, 
wurden die 5'-Enden von Vektoren mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. 
Nach einem Restriktionsverdau (und gegebenenfalls anschliessender Klenow- oder T4-DNA 
Polymerasenbehandlung) wurde dem gereinigten Reaktionsansatz eine Einheit alkalischer 
Phosphatase sowie 1/10 des Reaktionsvolumens 10x-Dephosphorylierungspuffer zugegeben und 
für 45 min bei 37°C inkubiert. Um bei der folgenden Ligation störende Enzymaktivitäten zu 
vermeiden, wurde nach der Dephosphorylierung ein Reinigungsschritt durchgeführt (Abschnitt 
4. 2. 1. 1). 
 
 
4. 2. 1. 10  Ligation von DNA-Molekülen 
 
Die DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen 
zwischen einem 5'-Phosphat- und einem 3'-Hydroxylende von linearen DNA-Molekülen. Sie 
vermag sowohl überstehende als auch glatte Enden miteinander zu verknüpfen. 
 
Für die intermolekulare Ligation wurden Vektor und Insert-DNA im molaren Verhältnis 1: 3 
gemischt. Anschließend wurden 1 µl 10x-Ligationspuffer und eine Einheit T4 DNA-Ligase 
zugefügt und mit H2Obidest auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt. Die Inkubation wurde bei 
16°C über Nacht durchgeführt. 
Statt der T4 DNA Polymerase wurde in zunehmendem Maße das DNA Ligation Kit der Firma 
Takara Biochemicals für die Durchführung von Ligationen verwendet. Hierbei wurde zu der 
Vektor/Insert-DNA-Lösung ein gleiches Volumen an Takara Solution I gegeben und der Ansatz 
bei 16°C für 30 min inkubiert. Im Anschluss an die Ligationsreaktion wurde der Ansatz in  
E. coli DH5α transformiert (Abschnitt 4. 2. 1. 4). 
Bei allen durchgeführten Ligationen wurden jeweils gleichzeitig Kontroll-Reaktionen  
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durchgeführt, bei denen anstelle der Insert-DNA ein gleiches Volumen an H2Obidest eingesetzt 
wurde. Auf diese Weise konnte eine Abschätzung über die Ligationsrate gemacht werden. Eine 
hohe Ligationsrate wurde erreicht, wenn nach der Transformation in E. coli die Anzahl der 




4. 2. 1. 11  Klonieren von DNA-Fragmenten 
 
Unter dem Begriff Klonieren wird in der Gentechnologie der Einbau einer DNA-Sequenz in 
einen Klonierungsvektor und dessen massenhafte Vermehrung in geeigneten Wirtszellen, z. B. 
Bakterien, verstanden (Lodish, Molekulare Zellbiologie 1996). In dieser Arbeit wurden die im 
Interaction Trap-System (Abschnitt 4. 2. 2. 1) verwendeten Bait- und Prey-Fusionsplasmide 
sowie die für die Promoterstudien (Abschnitt 4. 2. 2. 3) eingesetzten Expressionskonstrukte mit 
Hilfe der Klonierungstechnik erzeugt. Dazu wurden die zu klonierenden DNA-Fragmente mittels 
PCR bzw. mit Hilfe von Restriktionsenzymen aus vorhandenen Plasmiden amplifiziert bzw. 
herausgeschnitten, gereinigt, in die entsprechenden Vektoren ligiert und in kompetente E. coli 
DH5α-Bakterien transformiert. Die verwendeten Klonierungsvektoren waren mit dem Ampi-
cillin-Resistenzgen ausgestattet, so dass nach der Transformation eine Selektion in Ampicillin-
haltigem LB-Medium in der Weise erfolgte, dass sich nur diejenigen Bakterienzellen vermehren 
konnten, die das einklonierte DNA-Fragment aufgenommen hatten oder in denen der Klo-
nierungsvektor zurückligierte, ohne das DNA-Fragment aufgenommen zu haben (unerwünscht, 
daher wird immer eine Vektorkontrolle mitgeführt, um die Anzahl Klone abschätzen zu können, 
in denen eine Selbstligation stattfand).  
 
Als Beispiel einer Klonierung sei die in drei Schritten durchgeführte Subklonierung der Ac-P35-




1.      Amplifikation des N-terminalen Anteils von Ac-p35 aus dem Plasmid  pBlueskript/p35 
mittels  PCR, danach Agarosegel-Elektrophorese und Reinigung des aus dem Gel 
herausgeschnittenen PCR-Produktes mittels QIAEX-II-Extraktion. 
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2. Restriktionsverdau (BamHI, HindIII) des PCR-Produktes und Reinigung mittels Phenol/ 
Chloroform-Extraktion. 
3. Restriktionsverdau (BamHI, HindIII) des Vektors pGEM-7, danach Dephosphorylierung 
und Reinigung (Phenol/Chloroform-Extraktion). 
4. Ligation des aus 2. erhaltenen PCR-Produktes in den geschnittenen Vektor pGEM-7 und 
Transformation in E. coli DH5α. Nach Minipräparation und analytischem 
Restriktionsverdau Anreicherung des Ligationsproduktes mittels Maxipräparation. 
 
Klonierungsschritt II 
5. Ausschneiden des C-terminalen Anteils von Ac-p35 durch Restriktionsverdau (HindIII) 
aus dem Plasmid pBluescript/p35, danach Agarosegel-Elektrophorese und Reinigung des 
aus dem Gel herausgeschnittenen Inserts mittels QIAEX-II-Extraktion. 
6. Restriktionsverdau (HindIII) des Plasmids pGEM-7/N-p35 (aus Schritt I, Punkt 4), danach 
Dephosphorylierung und Reinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit-Protokoll. 
7. Ligation des aus Schritt II, Punkt 5 erhaltenen Inserts in pGEM-7/N-p35 (aus Schritt II, 
Punkt 6) und Transformation in E. coli DH5α. Nach Minipräparation und analytischem 
Restriktonsverdau Anreicherung des Ligationsproduktes mittels Midipräparation. 
 
Klonierungsschritt III 
8. Herausschneiden der vollständigen p35-Sequenz aus dem aus Schritt II, Punkt 7 erhaltenen 
Ligationsproduktes pGEM-7/p35 mit dem Restriktionsenzym SacI, danach Behandlung 
mit T4 DNA Polymerase. Anschließend Agarosegel-Elektrophorese und Reinigung des 
Inserts mittels QIAEX-II-Extraktion. 
9. Restriktionsverdau (EcoRI) des Bait-Vektors pLexA202, danach Behandlung mit T4 DNA 
Polymerase und Reinigung mit dem QIAquick PCR Purification Kit-Protokoll. 
Anschließend Dephosphorylierung und nochmalige Reinigung des Vektors mit dem 
QIAquick PCR Purification Kit-Protokoll. 
10. Ligation des p35-Inserts aus Schritt III, Punkt 8 in pLexA202 (aus Schritt III, Punkt 9) und 
Transformation in E. coli DH5α. Nach Minipräparation und analytischem 
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4. 2. 1. 12  Analyse von DNA-Sequenzen 
 
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde nach der enzymatischen 
Kettenabbruchmethode von Sanger (Sanger, Proc Natl Acad Sci USA 1977) durchgeführt. Dazu 
wurde eine DNA Polymerase (AmpliTaq® DNA Polymerase, FS, im DNA-Sequenzierungs-Kit 
der Firma Applied Biosystems enthalten) benutzt, um den Komplementärstrang des zu 
sequenzierenden DNA-Abschnittes herzustellen. Zur Synthese benutzt das Enzym 
Desoxynucleosid-triphosphate, die es an spezifische Primer anhängt. Da sich im Reaktionsansatz 
auch markierte 2',3'-Didesoxyanaloga befinden, nach deren Einbau die weitere DNA-Synthese 
stoppt, werden Fragmente verschiedenster Länge produziert, die alle an ihrem 3'-Ende das 
markierte Didesoxyanalogon besitzen. Durch die anschließende Polyacrylamidgel-
Elektrophorese werden die DNA-Moleküle aufgetrennt und je nach verwendeter Markierung 
sichtbar gemacht. 
 
Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Kit (ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit, Applied Biosystems, USA) wurde die Reaktion in Gegenwart von vier 
verschiedenen fluoreszenz-markierten Didesoxyanaloga durchgeführt. Der Einsatz der thermo-
stabilen DNA-Polymerase AmpliTaq® DNA Polymerase, FS ermöglichte die Sequenzierreaktion 
nach der Cycle-Sequencing-Methode, die auf dem Prinzip der PCR beruht. 






Dye Terminator Mix 
H2Obidest 
1 µg 
1 µl (50 pmol) 
8 µl 
ad 20 µl 
 
Der Reaktionsansatz wurde mit Mineralöl als Verdunstungsschutz überschichtet und in den DNA 
Thermal Cycler (Perkin Elmer) gestellt. Am Gerät wurde ein fest eingestelltes Programm 
gewählt, womit für die Sequenzierungsreaktion 25 Zyklen mit folgendem Temperaturprofil 
durchlaufen werden konnten: 
 
96°C                   4 min 
96°C                 30 s 
50°C                 15 s 
60°C                   4 min 
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Nach der Sequenzierreaktion wurde der Ansatz einer Ethanolfällung unterworfen (Abschnitt 4. 2. 
1. 1). Das trockene DNA-Pellet wurde in 4 µl Probenpuffer (1 Volumenanteil EDTA/Dextran-
blau-Lösung + 5 Volumenanteile Formamid) aufgenommen, für 2 min auf 90°C erhitzt und 
danach sofort auf Eis gestellt, um eine Renaturierung der DNA zu verhindern.  
 
Elektrophorese und Detektion: 
Die Elektrophorese in einem Polyacryamidgel erlaubt, im Gegensatz zum Agarosegel, eine Auf-
trennung von Fragmenten mit extrem geringen Größenunterschieden. Unter denaturierenden 
Bedingungen wandern die DNA-Fragmente aus den Sequenzierreaktionen im elektrischen Feld 
unterschiedlich schnell und werden nach ihrer Größe aufgetrennt.  
 
Zur Herstellung des Polyacrylamidgels wurden in einem Becherglas 30 g Harnstoff, 22 ml H2O 
bidest (LiChrosolv®, Merck), 10 ml 30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lösung (29:1, Biorad) 
sowie 1 g Ionenaustauscher (Amberlite, Sigma) gegeben und bei 50°C gerührt, bis sich der 
Harnstoff gelöst hatte. Anschließend wurde der Ansatz durch einen Faltenfilter (Porengröße 0,2 
µm) filtriert und zu dem Filtrat wurden 6 ml 10x TBE-Puffer, 15 µl TEMED sowie 350 µl 10 
%ige APS-Lösung hinzugegeben. Unmittelbar darauf wurde das Gel gegossen und für ca. 2 h zur 
Polymerisation stehengelassen. 
 
Die Elektrophorese und Detektion der fluoreszenz-markierten DNA-Fragmente erfolgten mit 
Hilfe eines Sequenzierautomaten (373 DNA Sequencer Stretch, Applied Biosystems), in dem das 
auspolymerisierte Gel eingespannt wurde. Nach einer Vorlaufphase , die der Überprüfung des 
Gels diente, wurde der Elektrophoresepuffer (l0x TBE) in die Pufferkammern gefüllt und das 
Gel mit den zuvor auf Eis gestellten Proben beladen. Für die Durchführung der Elektrophorese 
wurden die gemäß Herstellerangaben notwendigen Einstellungen am Gerät vorgenommen.  
Die fluoreszenz-markierten DNA-Fragmente wurden detektiert, sobald sie eine bestimmte Stelle 
im Gel passierten und von einem Laserstrahl zum fluoreszieren angeregt wurden. Das emittierte 
Fluoreszenzlicht fiel auf einen Photomultiplier, der die Lichtimpulse in elektrische Impulse 
umwandelte. Diese Impulse wurden dann an einen Macintosh Computer zur Prozessierung 
weitergeleitet. Durch die integrierte Software wurden die Signale direkt in eine DNA-Sequenz 
umgesetzt. 
Die Sequenzanalyse am Sequenzierautomaten 373 DNA Sequencer Stretch (Applied 
Biosystems, USA) wurde eingesetzt, um die DNA-Sequenzen der aus dem Interaction Trap-
System (siehe Abschnitt  4. 2. 2. 1) ermittelten Interaktoren zu bestimmen. 
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4. 2. 1. 13  Western-Blotting 
 
Bei dem Western-Blotting oder Immuno-Blotting wird ein Proteingemisch zunächst in einem 
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei dissoziieren die Proteine durch die 
Wirkung der in der Probelösung sowie im Polyacrylamidgel enthaltenen SDS-Moleküle in ihre 
Untereinheiten und verlieren i. A. jegliche räumliche Struktur. Durch die Beladung mit SDS 
erhalten die Peptidketten eine stark negative Nettoladung, die die unterschiedlichen 
Eigenladungen kompensiert und umso stärker ist, je größer das Peptid ist. Bei der Elektrophorese 
werden diese SDS-beladenen Peptide nicht mehr nach Ladung, sondern nur noch nach Größe 
auf-getrennt. Im Anschluss an die Elektrophorese werden die Peptide durch eine senkrecht zum 
Gel angelegte Spannung auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Diese Membran wird mit 
einer Lösung eines ersten Antikörpers inkubiert, der spezifisch für das gesuchte Protein ist. Nach 
einem Wasch-Schritt wird die Membran anschließend mit einem enzymmarkierten zweiten 
Antikörper inkubiert, der spezifisch an den ersten Antikörper bindet. Durch den Enzymanteil des 
zweiten Antikörpers kann die Position der immobilisierten Proteine auf der Membran sichtbar 
gemacht werden.  
In dieser Arbeit wurde das an den zweiten Antikörper gekoppelte Enzym Meerrettich-Peroxidase 
zur Detektion von Proteinen verwendet. Dieses Enzym katalysiert die Oxidation des Substrates 
Luminol unter Beteiligung von Wasserstoffperoxid, welches dabei als Oxidationsmittel fungiert. 
Die Reaktion hat eine Lichtemission im sichtbaren Bereich (428 nm) zur Folge. Diese enzym-
katalysierte Chemilumineszenz wurde ausgenutzt, um einen Film zu belichten und somit die 
Proteinbanden (nach einem Entwicklungs- und Fixierprozess) sichtbar zu machen.  
Zur Überprüfung der Expression der Bait-Fusionsplasmide im Interaction Trap-System wurden 
die nach Abschnitt 4. 2. 2. 1. 2, Punkt 3 gewonnenen Lysate eingesetzt. Je 7,5 µl Lysat wurden 
mit 2,5 µl 4x Probenpuffer versetzt und für 3 min auf 96°C zur Denaturierung der Proteine 
erhitzt und vor dem Auftragen auf ein vertikales, 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel auf Eis 




30 % Acrylamid/0,8 % Bis-Acrylamid-
Lösung  (37,5:1) 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 
10 % SDS 
H2Obidest 
TEMED 
10 % APS 
Trenngel         Sammelgel 
 
    4 ml                 0,66 ml 
    2,5 ml              0,3 ml 
100 µl                50 µl 
    3,3 ml              3,9 ml 
    5 µl                  5 µl 
  50 µl                25 µl 
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Nach dem Gießen und Auspolymerisieren des Trenn- und Sammelgels wurde das fertige Gel in 
die Elektrophoresekammer gestellt und 1x Laufpuffer hinzugegeben. Die Proben und der Mole-
kulargewichtsmarker (je 5 µl) wurden appliziert und die Elektrophorese wurde gestartet. Dabei 
wurden für die Wanderung der Proteine durch das Gel folgende Einstellungen an der 
Stromquelle gewählt: 
 
Sammelgel:             U = 130 V, Imax = 400 mA 
Trenngel:                 U = 180 V, Imax = 400 mA 
 
Der Lauf  wurde abgebrochen, nachdem die Bromphenolblau-Bande das untere Ende des Gels 
erreicht hatte. Das Gel und die Nitrocellulosemembran wurden nach der SDS-PAGE-Gel-
elektrophorese für einige Minuten in 1x Transferpuffer (+ 20 % Methanol) äquilibriert, während 
die Blotkammer vorbereitet wurde. Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran 
(blotting) erfolgte in 1x Transferpuffer (+ 20 % Methanol) unter Kühlung bei 100 Volt und 400 
mA (maximal eingestellter Wert) für 1½ h. Nach dem Proteintransfer wurde die 
Nitrocellulosemembran in Blockierlösung  für 1 h inkubiert. Danach wurde die Blockierlösung 
verworfen und der Blot mit dem ersten Antikörper (Anti-LexA,1:5000 in Blockierlösung 
verdünnt) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde anschließend in Waschpuffer 
für 10 min inkubiert, wobei der Waschpuffer mehrmals ausgetauscht wurde. Der Blot wurde 
dann mit dem zweiten Antikörper (Meerrettichperoxidase-gekoppeltes Anti-Rabbit IgG, 1:2000 
in Blockierlösung verdünnt) für eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschliessend für 30 min in Waschpuffer inkubiert, wobei der Waschpuffer mehrmals 
ausgetauscht wurde. Danach wurde die Membran unter Zugabe von je 500 ml Luminol- und 
Oxidations-Reagenz (aus dem Chemiluminescence Reagent-Kit der Firma NEN, USA) in eine 
Klarsichtfolie eingewickelt und in einem Dunkelraum auf den Chemilumineszenz-Film gelegt. 
Daraufhin folgte die Filmentwicklung. 
 
 
4. 2. 1. 14  Allgemeine Zellkulturtechnik 
 
Die Zellen der Zelllinien LoVo, HeLa, Jurkat und 293-T wurden in Brutschränken bei 7 % CO2, 
37°C und einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre inkubiert. Alle Zell-Kulturarbeiten 
erfolgten in Sterilbänken. Spätestens bei Erreichen der Konfluenz (100 %) wurden die Zellen 
passagiert und mit frischem Medium versorgt. Zur Lagerung  wurden die Zellen in FKS,  
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supplementiert mit 10 % DMSO, aufgenommen und für 2 h bei –20°C aufbewahrt. Danach 
wurden sie in Tanks mit flüssigem Stickstoff überführt und dort gelagert. Zellzahlen wurden 
mittels einer Neubauer Zählkammer bestimmt. 
 
 
4. 2. 1. 15  Transfektion von DNA in Zellen 
 
Für die Bestimmung der zellulären Lokalisation von Ac-P35 und seinem Bindungspartner 
hRPB11 nach Abschnitt 4. 2. 2. 2 sowie für die Messung der Promoteraktivität nach Abschnitt 4. 
2 .2. 3 wurden Zellen mit den entsprechenden Reporter- und Expressionskonstrukten (siehe 
Abschnitte 4. 1. 4. 3. 1 und  4. 1. 4. 3. 2) transfiziert. Dazu wurden Zellkulturen der in Abschnitt 
4. 2. 1. 14 genannten Zelllinien zunächst solange in Kultur gehalten, bis sie eine Konfluenz von 
60-80 % aufwiesen. Pro 150 mm-Zellkulturschale wurden dann - nach Absaugen des Mediums - 
vorsichtig 5 ml PBS-Lösung  auf die Zellen gegeben. Anschließend wurde das PBS abgesaugt 
und durch je 5 ml Trypsin/EDTA-Lösung ersetzt. Die mit Trypsin behandelten Zellen wurden 
dann für einige Minuten in den Brutschrank  gestellt. Während dieser Zeit lösten sich die Zellen 
vom Boden der Zellkulturplatten. Anschließend wurden die Zellsuspensionen zusammengeführt, 
in ein 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt, bei 1500 g für 5 min bei Raumtemperatur (RT) 
zentrifugiert und in 10-20 ml Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellkonzentration 
mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer wurde die für die Transfektionen benötigte Anzahl Zellen 
aus der Suspension entnommen und erneut zentrifugiert (1500 g, 5 min, RT). Das Zellpellet 
wurde danach in einem definierten Volumen Medium aufgenommen. Das Gesamtvolumen des 
Mediums richtete sich nach der Anzahl der Transfektionen, wobei je Transfektionsansatz 2,5 x 
106 Zellen (für Lokalisationsstudien) bzw. 106 Zellen (für Reporter-Assays) in einem Volumen 





Pro Transfektionsansatz wurden 20 µg des Expressionsplasmids pEF/p35FLAG und 20 µg des 
Expressionsplasmids pCMV/hRPB11-GFP jeweils alleine oder zusammen (dann je 10 µg 
Plasmid) in HeLa-Zellen transfiziert oder ko-transfiziert. Dazu wurden entsprechende Mengen 
der Plasmidlösungen zunächst in 1,5 ml-Reaktionsgefäße pipettiert und mit H2Obidest auf ein 
gleiches Volumen gebracht. Dann wurden je 400µl Zellsuspension zugegeben und gemischt.  
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Anschließend wurden je 400µl aus jedem Ansatz in eine Elektroporationsküvette (0,4 cm 
Elektrodenabstand) überführt und bei einer Spannung von 230 V (Kapazität: 960 µF) 
elektroporiert (d.h. einem elektrischen Feld ausgesetzt, in dem sich ein Kondensator dieser 
Kapazität mit dieser Spannung durch die Zellsuspension hindurch entlud). Danach wurden die 
Zellen für 5 min bei Raumtemperatur stehengelassen, in je 5 ml Medium überführt, vorsichtig 
durchmischt und zentrifugiert (1500 g, 5 min, RT). Nach Absaugen des Mediums wurden die 
Zellpellets in je 3 ml Medium vorsichtig resuspendiert und auf 12-Well-Zellkulturplatten verteilt. 
Dabei wurden die Suspensionen einer jeden Transfektion in drei gleiche Volumina (je 1  ml) 
geteilt und jedes dieser Teilmengen in eine Vertiefung der Zellkulturplatte pipettiert (3-Fach-
Bestimmung). Am Boden jedes dieser Vertiefungen wurde zuvor ein Mikroskopie-Deckgläschen 
gelegt, so dass sich die Zellen auf dem Deckgläschen absetzten. Anschließend wurden die 





Pro Transfektionsansatz wurden in Abhängigkeit der eingesetzten Konstrukte 0,25-8 µg 
Reporterplasmid sowie bis zu 32 µg Expressionsplasmid in je ein 1,5 ml-Reaktionsgefäss 
pipettiert. Jeder Transfektionsansatz wurde mit einem Leervektor auf die gleiche DNA-Menge 
aufgefüllt und mit H2Obidest auf ein gleiches Volumen gebracht. Auf die DNA-Lösungen 
wurden je 400 µl Zellsuspension gegeben und gemischt. Anschließend wurden je 400 µl aus 
jedem Ansatz in eine Elektroporationsküvette (0,4 cm Elektrodenabstand) überführt und bei 
einer Spannung von 260 V (Kapazität: 960 µF) elektroporiert. Danach wurden die Zellen für 5 
min bei Raumtemperatur stehengelassen, in je 5 ml Medium überführt, vorsichtig durchmischt 
und zentrifugiert (1500 g, 5 min, RT). Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellpellets in je 
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4. 2. 2  Spezielle Methoden der Molekularbiologie 
 
 
4. 2. 2. 1  Das Interaction Trap-System 
 
 
4. 2. 2. 1. 1  Theoretische Grundlagen 
 
Das von Gyuris und Mitarbeitern entwickelte Interaction Trap-System (Gyuris et al, Cell 1993) 
ist eine Methode zur Untersuchung von Protein-Protein Interaktionen in vivo und beruht auf der 
Eigenschaft von Transkriptionsfaktoren, aus zwei funktionell unterschiedlichen und voneinander 
trennbaren Domänen zu bestehen. 
 
Transkriptionsfaktoren wie z. B. Gal4 aus der Hefe besitzen zwei Funktionen: die erste Funktion 
besteht in der Bindung an spezifische (regulatorische) Sequenzen auf der DNA, während die 
zweite  Funktion eine Erhöhung der Frequenz bewirkt, mit der die Transkription initiiert wird. 
Diese Funktionen werden von zwei entsprechenden Domänen bewirkt, der DNA-Bindungs-
domäne und der Aktivierungsdomäne, wobei letztere vermutlich in Wechselwirkung mit der 
RNA-Polymerase oder mit ihr assoziierter Proteine tritt (Luban and Goff, Curr Opin Biotechn 
1995). 
 
In Abb. 23 ist der Transkriptionskomplex, wie er sich an einem Promoter eines zu 
transkribierenden Gens zusammensetzt, schematisch dargestellt. Es ist die modulare Natur 
zweier Transkriptionsaktivatoren zu erkennen, die die Transkription stimulieren. 
 
Die modulare Natur eukaryotischer Transkriptionsfaktoren konnte gezeigt werden durch die 
Konstruktion eines Hybridproteins, LexA-Gal4, bestehend aus der DNA-Bindungsdomäne des 
E. coli-Repressorproteins LexA und der Aktivierungsdomäne des Transkriptionsfaktors Gal4 aus 
S. cerevisiae (Brent und Ptaschne, Cell 85). Dieses heterogene Hybridprotein löste in Hefezellen 
die Expression von Reportergenen aus, wenn die Reportergen-Konstrukte LexA-Operator-
sequenzen stromaufwärts des Transkriptionsstarts (der Reportergene) enthielten (Die DNA-
Bindungsaktivität wurde dabei von der LexA-Komponente, die aktivierende Funktion von der 
Gal4-Komponente des Hybridproteins LexA-Gal4 übernommen).  
 





Abb. 23: Transkriptionskontrolle durch basale und nicht-basaleTranskriptionsfaktoren (nach 
Koolmann, Taschenatlas der Biochemie, Thieme 1998) 
 
Gezeigt ist der an einem eukaryotischen TATA-Box-Promoter gebundene RNA-Polymerase II-
Initiationskomplex, bestehend aus der RNA-Polymerase II und den basalen Transkriptionsfaktoren (als A 
bis H bezeichnet). Weitere, nicht basale Transkriptionsfaktoren (DBD = DNA-Bindungsdomäne,  
AD = Aktivierungsdomäne) können die Transkription stimulieren, indem sie an stromaufwärtsgelegene 
Kontrollelemente (regulatorischen Sequenzen) binden und in Wechselwirkung mit dem basalen Komplex 
treten.   
 
In Saccharomyces cerevisiae enthalten die meisten Gene nur einen regulatorischen Bereich, der als 
stromaufwärts von der Startstelle gelegene, aktivierende Sequenz (UAS = Upstream Activating 
Sequence) bezeichnet wird, und eine TATA-Box, die sich ca. 100 Basenpaare stromaufwärts von der 
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Wurde in den Experimenten anstelle des Hybridproteins natives LexA-Protein eingesetzt, so 
fand keine Aktivierung der Reportergene statt.  
Im Weiteren konnte gezeigt werden, dass heterogene DNA-Bindungs-domänen und 
Aktivierungsdomänen über nicht-kovalente Protein-Protein-Interaktionen einen funktionsfähigen 
Transkriptionsfaktor bilden können (Ma und Ptaschne, Cell 1988). 
 
Wegweisend für die Entwicklung des Interaction Trap-Systems waren die Arbeiten von Fields 
und Song, die im Jahre 1989 eine Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen 
in vivo vorstellten (Fields and Song, Nature 1989). Diese als Two-Hybrid System bezeichnete 
Methode beruhte auf dem modularen Aufbau des Transkriptionsfaktors Gal4 aus Saccharomyces 
cerevisiae. Es wurden zwei Hybridproteine generiert, wobei ein Hybrid-Protein aus der DNA-
Bindungsdomäne von Gal4 und einem Protein X, das andere Hybridprotein aus der 
Aktivierungsdomäne von Gal4 und einem Protein Y bestand. Diese beiden Hybridproteine 
wurden in Hefezellen eingeführt. Eine Interaktion zwischen den Proteinen X und Y im Zellkern 
führte zur Wiederherstellung des Transkriptionsfaktors Gal4 und somit zur Transkription von 
einem Reportergen, das stromaufwärts vom Transkriptionsstart eine Bindungsstelle für Gal4 
enthielt Fields and Song, Nature 1989, Chien et al, Proc Natl Acad Sci USA 1991). 
 
Ebenso wie das Two-Hybrid System nutzt das Interaction Trap-System die modulare Struktur 
von Transkriptionsfaktoren aus. Die beiden Systeme unterscheiden sich hauptsächlich nur in der 
Wahl der Transkriptionsfaktoren und der Reportergene: während beim Two-Hybrid System die 
zwei Domänen des Transkriptionsfaktors Gal4 verwendet werden, wird beim Interaction Trap-
System der bakterielle Repressor LexA als DNA-bindende Domäne bzw. das bakterielle Peptid 
B42 als Aktivierungsdomäne eingesetzt. Weiterhin werden die Reportergene LacZ und HIS3 im 
Two-Hybrid-System verwendet, während die Reportergene  LacZ und LEU2 im Interaction 
Trap-System eingesetzt werden (Golemis et al in Current Pr., 1997).  
 













Abb. 24: Funktionsprinzip des Interaction Trap-Systems. 
 
Gezeigt ist das Funktionsprinzip des Interaction Trap-Systems, wie es sich für eine einzige Hefezelle dar-
stellt.  
Es werden zwei verschiedene Fusions- bzw. Hybridplasmide konstruiert, die zur Expression der jeweili-
gen Hybridproteine in den Hefestamm S. cerevisiae EGY 48/pSH18-34 transformiert werden. In diesem 
Hefestamm stehen die Reportergene LEU2 und LacZ unter der Kontrolle von mehreren LexA-Operator-
Sequenzen, die stromaufwärts von diesen Genen liegen. Das chromosomale LEU2-Reportergen ist durch 
ein LexAop-LEU2-Konstrukt ersetzt worden, so dass sich anstelle der natürlichen regulatorischen Se-
quenzen vor dem LEU2-Gen 6 LexA-Operator-Bindungsstellen hoher Affinität befinden (Gyuris et al, 
1993). In dem hochsensitiven Reporterplasmid pSH18-34 sind 8 LexA-Operator-Sequenzen 167 Basen-
paare stromaufwärts des LacZ-Gens einkloniert worden (Golemis et al, in Curr. Protocolls in Molecular 
Biology 1997). 
Das eine Hybridprotein, das Fusionsprodukt LexA/p35, wird als „Bait (Köder)“ bezeichnet, während das 
andere Hybridprotein, das Fusionsprodukt B42/Protein X, „Prey (Beute)“ genannt wird. Das Protein X 
repräsentiert hierbei eines von einigen Millionen Proteinen aus einer Genbibliothek, die aus humanem 
Placenta Gewebe bzw. Jurkat Zellen gewonnen und in den Prey-Vektor pYESTrp einkloniert (vgl. Ab-
schnitt  4. 1. 4. 1) wurde. Im Falle einer Interaktion zwischen p35 und dem Protein X im Zellkern werden 
zugleich das Protein LexA und das Peptid B42 zu einem funktionsfähigen Transkriptionsfaktor zusam-
mengebracht. Durch den LexA-Anteil bindet dieserTranskriptionsfaktor an die LexA-Operator-Se-
quenzen stromaufwärts der Reportergene LEU2 und LacZ im Zellkern der Hefezelle. Mit Hilfe der Akti-
vierungsdomäne B42 erfolgt die Transkription der beiden Reportergene. Die Aktivität des LEU2-Re-
portergens führt zur Produktion der Aminosäure Leucin und ermöglicht ein Wachstum der Hefezellen auf 
einem Leucin-Mangelmedium (UHWL--Medium), während die Transkription des Reportergens LacZ zur 
Expression des Enzyms β-Galactosidase führt, welches das im Medium befindliche farblose Lac-
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4. 2. 2. 1. 2  Durchführung des Interaction Trap-Systems 
 
Die Suche nach Interaktionspartnern von Ac-p35 und APAF-1 erfolgte in der vorliegenden 
Arbeit nach dem Prinzip des Interaction Trap-Systems. Alle Arbeiten mit dem Hefestamm  S. 
cerevisiae EGY/pSH18-34  wie die Transformation mit den Bait- und Prey-Plasmiden, die 
Gewinnung von Zelllysaten oder die Isolierung von Plasmid-DNA (s. u.), wurden unter 
Anwendung von Arbeitsvorschriften des Hybrid Hunter Two Hybrid System-Handbuches 
(Version A) der Firma Invitrogen durchgeführt. Das von Invitrogen vertriebene Hybrid Hunter 
Two Hybrid System, auf das sich das verwendete Handbuch bezieht, stellt eine modifizierte 
Version des Interaction Trap-Systems dar. 
Am Beispiel des P35-Proteins aus Autographa californica sei die Suche nach Interaktions- 
partnern mit Hilfe des Interaction Trap-Systems schrittweise erläutert: 
1. In drei Klonierungsschritten wird das Gen p35 von Autographa californica aus dem 
Plasmid pBlueskript/p35 in den Vektor pLexA202 kloniert; pLexA202 enthält Sequenzen, 
die für die Bindungsdomäne kodieren. Anschließend wird eine Sequenzanalyse (Abschnitt 
4. 2. 1. 12) durchgeführt um sicherzustellen, dass der Leserahmen des Fusionsproduktes 
pLexA/p35 erhalten blieb. 
2. Das Fusionsplasmid pLexA/p35 wird in den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae  
EGY 48, der das Reporterplasmid pJK103 enthält, transformiert. Nach der Transformation 
werden die Hefezellen auf UH--Medium ausplattiert und bei 30°C für 3 Tage inkubiert, um 
auf den Erhalt des Bait-Plasmides zu selektionieren (siehe Tabelle in Abschnitt 4. 1. 10. 2). 
3. Mittels Western-Blot (Abschnitt 4. 2. 1. 13) wird auf  die Expression des Fusionsproteins 
LexA-P35 geprüft. Dazu werden die nach Punkt 2 erhaltenen Kolonien in UH--Flüssig-
medium über Nacht inkubiert und die Übernachtkulturen anschließend gemäss der 
Vorschrift für die Gewinnung der Zelllysate behandelt. 
4. Durch Selektion auf  die LEU2- und LacZ-Reportergenaktivitäten wird das Bait-Plasmid 
pLexA/p35 auf unspezifische, transaktivierende Aktivität geprüft. Dazu werden die nach 
Punkt 2 erhaltenen Kolonien auf  UHL-- und UHL--X-Gal-Medium ausplattiert und bei 
30°C für 5 Tage bei 30°C inkubiert. 
5. S. cerevisiae EGY 48/pJK103/pLexA/p35 wird mit dem Vektor pYESTrp, der die Human 
Placenta- bzw. Jurkat-Genbibliothek enthält, transformiert. Dazu wird eine  UH--Flüssig-
kultur mit einer nach Punkt 2 erhaltenen Kolonie angeimpft und über Nacht bei 30°C 
inkubiert. Dann folgt die Transformation mit pYESTrp, das Ausplattieren auf  UHW--
Selektivmedium und die Inkubation bei 30°C für 3 Tage. Die verwendeten Genbanken  
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enthalten mögliche Interaktionspartner für Ac-P35. 
6. Die Transformanten aus 5. werden von ihren Nährmedien heruntergespült, gewaschen, 
aliquotiert und auf LEU2-Reportergenaktivität selektioniert, indem sie auf UHWL-Medium 
ausplattiert und für 5 Tage bei 30°C bebrütet werden. Einzelne Kolonien werden dann auf 
UHWL--X-Gal-Medium ausplattiert und für 3 Tage bei 30°C bebrütet, um auf LacZ-
Reportergenaktivität zu selektionieren. Wachstum auf UHWL-- sowie zusätzlich 
Blaufärbungen einzelner Kolonien auf UHWL--X-Gal-Medium deuten auf eine Interaktion 
zwischen Ac-P35 und einem Protein aus der Genbank hin. 
7. Um die Spezifität von Interaktionen zu überprüfen, wird die DNA der potentiellen Inter-
aktionspartner in den aus 2. erhaltenen Hefestamm S. cerev. EGY 48/pJK103/ pLexA/p35 
zurücktransformiert. Dazu werden die cDNA-Fragmente aus den blauen Hefekolonien 
zunächst mittels PCR und unter Verwendung der pYESTrp-spezifischen Primer YES-S 
und YES-AS amplifiziert (als Template für die Reaktion  werden mit Hilfe einer Mikro-
pipettenspitze Hefezellen von den Kolonien abgetragen und direkt zu dem Reaktionsansatz 
gegeben). Anhand der PCR-Banden werden Klone ausgewählt, aus denen die potentiellen 
Interaktoren isoliert werden sollen. Dabei wird darauf geachtet, dass möglichst viele 
unterschiedlich große PCR-Banden erfasst werden können, d. h. es wird versucht, ein 
möglichst breites Spektrum unterschiedlich langer PCR-Fragmente aus den Hefeklonen zu 
erfassen, um auch ein entsprechend breites Spektrum an potentiellen Interaktoren zu 
gewinnen. Von den nach diesen Kriterien selektierten Hefeklonen werden 1 ml-
Übernachtkulturen in W--Medium angelegt, die bei 30°C inkubiert werden. In diesem 
Medium wird auf den Erhalt des Prey-Plasmids selektioniert, das die cDNA des jeweiligen 
potentiellen Interaktors trägt. Entsprechend der Vorschrift für die Isolierung von Plasmid-
DNA aus Hefezellen werden die Hefenzellen aus den Übernachtkulturen lysiert und aus 
den Lysaten wird die Plasmid-DNA extrahiert. Die so erhaltene DNA wird in je 10 µl 
H2Obidest aufgenommen, und je  
1 µl der DNA-Lösungen wird in kompetente E. coli DH5α elektroporiert (Abschnitt 4. 2. 1. 
4). Aus den E. coli-Klonen, die die Interaktor-Plasmide aufgenommen haben (Nachweis 
erfolgt über PCR: einzelne Kolonien werden als Template direkt zu dem Reaktionsansatz 
gegeben) werden Minipräparationen gemacht, von denen jeweils 0,5-1 µg in den aus Punkt 
2 erhaltenen Hefestamm S. cerev. EGY 48/pJK103/pLexA/p35 transformiert werden. Nach 
Wachstum auf UHW--Medium erfolgt die Selektion auf  Reportergenaktivität durch 
Ausplattieren auf UHWL--und UHWL--X-Gal-Medium, wobei für jeweils 3-5 Tage bei 
30°C inkubiert wird. Gleichzeitig wird das Prey-Plasmid pJG4-5/GABI in den Hefestamm  
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Saccharomyces cerevisiae EGY 48/pJK103/Integrin β7, der das Reporterplasmid pJK103 
sowie das Bait-Plasmid pLexA/Integrin β7 enthält, transformiert. Nach Wachstum auf 
UHW--Medium erfolgt ebenfalls die Selektion auf  Reportergenaktivität durch 
Ausplattieren auf UHWL--und UHWL--X-Gal-Medium. Die Interaktion zwischen den 
Fusions-proteinen B42/GABI und LexA/Integrin β7  im Interaction Trap-System ist 
beschrieben worden (Rietzler et al., J Biol Chem 1998) und dient hier als Positiv-Kontrolle 
(vgl. Er-gebnisteil). 
8.      Die DNA der nach 7. ermittelten Interaktionspartner wird nach Abschnitt  4. 2. 1. 12 
sequenziert. Um eine Identifizierung zu ermöglichen, werden öffentlich zugängliche 
Gendatenbanken (etwa Genbank des National Institute of Health der USA) mit diesen 
Sequenzen unter Verwendung eines Suchalgorythmus (etwa Basic Local Alignment Search 
Tool, BLAST) auf Sequenzen abgesucht, die zu den eingegebenen Interaktor-Sequenzen 
identisch bzw. ihnen ähnlich sind. Mit den auf diese Weise erhaltenen Informationen 




4. 2. 2. 2  Lokalisationstudien 
 
Um die zelluläre Lokalisation von Ac-P35 und seinem Bindungspartner hRPB11 (siehe 
Abschnitt 2. 1. 1) zu untersuchen, wurden die nach Abschnitt 4. 2. 1. 15 transfizierten Zellen ein 
oder zwei Tage nach Transfektion mit je 500 µl PBS-Lösung gewaschen und immunzytologisch 
untersucht.  Hierzu wurden die Präparate (die Zellen waren nach Transfektion auf Deckgläschen 
inkubiert worden) mit einer 2 %igen Formalinlösung (in PBS) für 20 min (RT) fixiert. Nach 
einem Wasch-Schritt mit 500 µl PBS wurden die Zellen mit je 500 µl PBS/0,5 % BSA-Lösung 
2x gewaschen. Dann wurde erneut gewaschen, diesmal mit 500 µl einer PBS/0,5 % BSA/0,5 % 
Saponin-Lösung. Anschließend wurden 500 µl der Erst-Antikörperlösung (Lokalisation von Ac-
P35: Anti-FLAG-Antikörper, 1:500 verdünnt in PBS/0,5 % BSA/0,5 % Saponin-Lösung, Lokali-
sation von hRPB11: kein Antikörper) hinzugegeben und für 30 min (RT) inkubiert. Nach zwei 
Wasch-Schritten mit je 500 µl PBS/0,5 % BSA/0,5 % Saponin-Lösung wurde der Zweit-
Antikörper (Lokalisation von Ac-P35: Cy3-konjugierter Anti-Maus-Antikörper, 1:500 verdünnt 
in PBS/0,5 % BSA/0,5 % Saponin-Lösung, Lokalisation von hRPB11: kein Antikörper) 
zugegeben und für 30 min (RT) inkubiert. Anschließend wurde ein zweifacher Wasch-Schritt mit  
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je 500 µl PBS/0,5 % BSA/0,5 % Saponin-Lösung durchgeführt. Im Anschluss daran wurde 1x 
mit 500 µl PBS/0,5 % BSA-Lösung gewaschen. Im letzten Schritt wurden 500 µl PBS-Lösung 
auf die Zellen gegeben. Mit einer Pinzette wurden die Deckgläschen mit den fixierten und 
gefärbten Zellen aus den Vertiefungen der 12-Well-Platte entnommen und seiten-verkehrt 
(Zellen zeigten nach unten) auf einen Objektträger gelegt, der zuvor mit einem Tropfen des 
Eindeckmittels Entellan® versetzt worden war. Der Objektträger mit den anhaftenden Zellen 
wurde dann für 30 min bei 37°C (Heizblock) getrocknet. Die Zellen waren nun bereit für die 
Fluoreszenz-Mikroskopie. Die mikroskopische Untersuchung der Lokalisation von Ac-P35 und 




4. 2. 2. 3  Das Luciferase Reporter-System 
 
Um den Einfluss des P35-Proteins aus Autographa californica in An- und Abwesenheit des Bin-
dungspartners hRPB11 auf die Transkription zu untersuchen wurde eine Methode eingesetzt, die 
als Reporter-System oder Reporter-Assay bezeichnet wird. Dabei wird die Fähigkeit eines Gen-
produkts untersucht, die Transkription eines Reportergens zu stimulieren. In dieser Arbeit 
wurden verschiedene eukaryotische Promotoren jeweils unmittelbar stromaufwärts des Glüh-
würmchen-Luciferase-Gens plaziert (d.h. das Luciferasegen stand unter der Kontrolle dieser Pro-
motoren). Die Aktivität der Promotoren korreliert in solchen Konstrukten direkt mit der Ex-
pression der Luciferase, die wiederum sehr sensitiv nachgewiesen werden kann. Damit kann in 
diesem System der Einfluß experimentell applizierter Manipulationen (wie hier die Anwesenheit 
von P35) auf die Aktivität des jeweiligen Promotors untersucht werden. Das Reporterplasmid 
wurde zusammen mit Expressionsvektoren, in die zuvor die kodierenden Sequenzen von Acp35 
oder hRPB11 kloniert worden waren, in menschliche Zellen eingeführt (s. o.). In den 
transfizierten Zellen konnten die exprimierten Proteine P35 und HRPB11, sofern sie einen 
Einfluss auf den eukaryotischen Promoter hatten, die Transkription des Luciferase-Gens 
stimulieren oder hemmen. In den Lysaten der transfizierten Zellen wurde die Aktivität des 










Der Messung der Reportergenaktivität liegt die durch Luciferase katalysierte Umsetzung von 
Luciferin zugrunde. Dabei tritt das Phänomen der Biolumineszenz auf, welches für die Messung 
ausgenutzt wird. In Gegenwart von Luftsauerstoff wird das Substrat Luciferin in einer ATP-
abhängigen Reaktion und in Gegenwart von Mg2+-Ionen zu Oxyluciferin oxidiert, wobei eine 
Lichtemission erfolgt (durch Zerfall eines 1,2-Dioxetans, das als Zwischenprodukt auftritt und zu 
Oxyluciferin und CO2 zerfällt). Diese Lichtemission ist proportional zur Luciferase-Konzen-
tration, welche wiederum proportional zur Aktivität des vorgeschalteten Promoters ist. Die 
durch die Luciferase der Feuerfliege katalysierte Reaktion kann folgendermaßen 
zusammengefasst werden (nach Ibelgaufts, 1993 und Vollhardt, 1990):   
    
 
 
Die Lichtemission wurde mit Hilfe eines Luminometers gemessen, wobei die auf einen 
Photomultiplier auftreffenden Photonen in Elektronen umgewandelt und als Einzelimpulse 
verstärkt wurden. Ein Computer zählte die Impulse, deren Gesamtzahl direkt der emittierten 
Lichtmenge – und somit indirekt der Enzymkonzentration – proportional war.  
 
Probenvorbereitung: 
Nach Inkubation der nach Abschnitt  4. 2. 1. 15 transfizierten Zellen wurden – nach Absaugen 
des Mediums – die Ansätze mit je 1 ml PBS gewaschen. Dazu wurde das PBS vorsichtig auf die 
Zellen gegeben und anschließend durch Absaugen entfernt. Danach wurden auf die Zellen je 500 
µl 1x-Lysepuffer (Promega, USA) gegeben, und die Ansätze wurden für 10 min bei 
Raumtemperatur stehengelassen. Die lysierten Zellen wurden danach in 1,5 ml-Reaktionsgefäße 
überführt und bei –70°C für mindestens 1 h eingefroren. Nach dem Auftauen der Ansätze auf 
Raumtemperatur wurden diese für 2 min (12000 g, RT) zentrifugiert. Die Überstände wurden 
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Pro Messung wurden 20 µl Zellysat in ein 5 ml-Rundbodenröhrchen überführt, in die Probenauf-
nahmevorrichtung des Luminometers gestellt und die Messung wurde per Knopfdruck gestartet. 
Dabei wurde in die Probelösung 100 µl Substrat-Lösung (aus dem Luciferase Assay System-Kit 
der Firma Promega)  injiziert und die Lichtmenge der Reaktion bei einer eingestellten Messzeit 
von 10 Sekunden gemessen. Als Maßeinheit für die gemessenen Lichtimpulse wurden die so-
genannten relativen Lichteinheiten (RLU = Relative Light Units) gewählt. Diese entstanden 
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